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Das Ziel der vorliegenden In-vitro-Studie war es, den Einfluss der individuellen Spei-
chelzusammensetzung auf die Pellikel qualitativ und quantitativ zu untersuchen. Dabei
wurde zunächst der Untersuchung individueller Variationen der Speichelproteine nach-
gegangen und ein geeignetes Modell zur In-vitro-Pellikelbildung mit synthetischem Hy-
droxylapatit erstellt. Die Frage nach der Selektivität bzw. der Individualität der Pellikel
sollte anschließend mit diesem Vorgehen bearbeitet werden.
In die Untersuchung zur  individuellen Speichelqualität  gingen Proben unstimulierten
und stimulierten Mischspeichels sowie Parotisspeichels von 11 Probanden ein. Der Ge-
samtproteingehalt, die Proteinzusammensetzung des Speichels und die an synthetischem
Hydroxylapatit  gebildete  Pellikel  wurde  mit  einer  Hochdruckflüssigkeitschromato-
graphie (HPLC) an einer hydrophoben C8-(Zorbax)-Säule und mit einem Wasser/Ace-
tonitrilgradienten analysiert. Um den Einfluss der Dauer der Speichelexposition auf die
Pellikelzusammensetzung zu beurteilen, wurden 2 Versuchsregime mit einmaliger oder
viermaliger Speichelerneuerung in einer Stunde mit den Proben von 11 Probanden un-
tersucht. Die Speichelproteine ließen sich in 9 Peaks, die von A bis I bezeichnet wurden,
reproduzierbar  trennen;  ihre  Identifikation  konnte  mit  Referenzproteinen  bzw.  über
massenspektrometrische Bewertung der Hauptbestandteile vorgenommen werden. Die
quantitative Bewertung erfolgte mit einem BSA-Standard.
Stimulierter  Mischspeichel  wies  den  höchsten  Proteingehalt  (2674 µg/ml)  gegenüber
dem unstimulierten Mischsekret (1830 µg/ml) auf und wurde deshalb zum Studium der
In-vitro-Pellikelbildung ausgewählt. Intraindividuell bestand eine geringere Variabilität
im Proteinspektrum als interindividuell. Die als Histatine (Peak A) und PRP (Peak D)
bezeichneten Fraktionen nahmen den größten Anteil  der  Speichelproteine  ein,  deren
Mengen mit 1190 bzw. 456 µg/ml berechnet wurden. 10 mg Hydroxylapatit (Fluka, Fast
Flow) adsorbierten in vitro  in einer Stunde 330-340 µg Protein aus einem Milliliter
Speichel. Wenn in dieser Zeit Speichel mehrfach angeboten wurde, beinhaltete die arti-
fizielle Pellikel 440 – 450 µg Protein und wies auf die Reifung der Pellikel hin, wie sie
auch in vivo beschrieben ist. Am Apatit wurden von den 9 Fraktionen nur fünf (B, C, D,
E und I) gebunden. Eine besondere Anreicherung erfolgte für die Fraktion E (Statherin).
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Die  Korrelationsanalyse  zwischen  Ausgangsspeichel  und  artifizieller  Pellikel  zeigte,
dass die Fraktionen C, D, E und I selektiv in der Pellikel gebunden wurden. Qualitative
Unterschiede im Proteinmuster des Speichels deuteten sich in massenspektrometrisch
separierbaren polymorphen Molekülspezies der PRP an, die ihren Niederschlag auch in
der Pellikel fanden.
Die vorliegende Studie ließ quantitative und qualitative individuelle Unterschiede im
Speichel-  und  Pellikelproteinmuster  erkennen,  so  dass  die  differente  Speichelzu-
sammensetzung  einen  Einfluss  auf  die  protektiven  Eigenschaften  der  Pellikel  haben
könnte, und somit der Pellikeleinfluss und seine präventive Steuerung weiterhin eine
Zielrichtung kariologischer Forschung darstellen sollte. 
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2 Einleitung
Im Rahmen  der  Untersuchungen zum Kariesrückgang (caries  decline)  wurde  immer
wieder die Polarisierung des Kariesbefalls mit einer Risikogruppe sichtbar. Vielfältige
Studien untersuchten ursächliche Faktoren, vor allem soziale, bakterielle und nichtbak-
terielle Parameter. Bei Untersuchungen des kariösen Prozesses als gestörtes De- und Re-
mineralisationsgleichgewicht  wird  dem  Einfluss  der  Schmelzpellikel  auf  diese  Vor-
gänge größere Aufmerksamkeit geschenkt, da die Schmelzpellikel auch eine Erosions-
barriere darstellt (NEKRASHEVYCH und STÖßER, 2003).
Auf den Oberflächen der Mundhöhle bildet sich aufgrund der Adsorption von Speichel-
proteinen ein Biofilm - die Schmelzpellikel. Zu den in der Pellikel vorkommenden Spei-
chelproteinen zählen die sauren prolinreichen Proteine, Statherin, Histatine, Cystatine,
Muzine und -Amylase. Neben verschiedenen Aufgaben beeinflusst die Pellikel als se-
mipermeable Membran die De- und Remineralisationsprozesse an der Schmelzoberflä-
che  und  fördert  auch  die  Anheftung von  Streptokokken  und  Aktinomyceten  an  die
Zahnoberfläche. Dabei spielen die prolinreichen Proteine, die Histatine (MURAKAMI et
al.,  1991) und  -Amylase (BERGMANN und  GÜLZOW, 1995;  SCANNAPIECO et al.,
1995) eine besondere Rolle.
Die Schutzfunktion der Pellikel gegenüber der Demineralisation hat im Zusammenhang
mit Untersuchungen zur Erosion der Zahnhartsubstanz an Bedeutung gewonnen, da letz-
teres Krankheitsbild aktuell vermehrt angetroffen wird.
Zu Untersuchungen der Pellikel gab es in der Vergangenheit nur die Möglichkeit, die
minimalen Mengen einer  Aminosäurenanalyse zu unterziehen, während die  moderne
Proteinchemie die individuelle Identifikation kleinster Mengen mit massenspektrosko-
pischen und immunologischen Methoden erlaubt. In diesem Zusammenhang sollte in
der vorliegenden Arbeit mit einer HPLC unter Kopplung von massenspektroskopischer
Detektion  und  in  vitro  Bedingungen  die  Pellikelbildung  an  Apatitpulver  untersucht
werden.
Interindividuelle Unterschiede in der Pellikelzusammensetzung mit Einfluss auf die De-
und  Remineralisationsprozesse  oder  die  Adhärenzförderung  von  Mikroorganismen
könnten  von  kariogener  Relevanz  sein,  so  dass  die  Kariesaktivität  des  Individuums
durch seine Pellikeleigenschaften beeinflusst wird, wozu das bearbeitete In-vitro-Modell
einen Beitrag leisten sollte.
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2.1 Humanspeichel
2.1.1 Definition des Speichels
Definition des Speichels. Die Bezeichnung Speichel steht für das Gemisch der Sekrete
der drei großen paarigen Speicheldrüsen, der kleineren Schleimhautdrüsen und der gin-
givalen  Sulkusflüssigkeit,  das  die  Zähne  und  die  Mundschleimhaut  kontinuierlich
benetzt (WHELTON, 1996). Die reinen Drüsensekrete nehmen in der Mundhöhle Bakte-
rien, Epithelzellen der Schleimhäute sowie zelluläre und nichtzelluläre Bestandteile der
Sulkusflüssigkeit auf und bilden den sogenannten Mischspeichel (KÖNIG, 1987). Einige
Autoren verwenden den Begriff Mundflüssigkeit. Die Ohrspeicheldrüse (Glandula par-
otis),  die  Unterkieferdrüse  (Glandula  submandibularis)  und  die  Unterzungendrüse
(Glandula  sublingualis)  sind  die  drei  großen  paarigen  Speicheldrüsen,  neben  denen
kleinere Drüsen in der Schleimhaut von Lippe, Wange, Gaumen und Zunge existieren.
Das reine Drüsensekret trägt die Bezeichnung der entsprechenden Drüse. 
2.1.2 Bildung und Zusammensetzung des Speichels
Die Bildung des Speichels übernehmen die o.g. Speicheldrüsen, in deren Azinuszellen
zunächst der „primäre Speichel“ gebildet wird, der ein Ultrafiltrat des Blutplasmas dar-
stellt.  Im weiteren Prozess  erfolgt  in  den Streifenstücken der  Ausführungsgänge die
Rückresorption vor allem von Natrium und Chlorid. Die Speichelproteinsynthese und
deren  Glykosylierung findet  vorwiegend in  den Azinuszellen  statt.  Daneben  werden
einige Proteine in den Ausführungsgängen synthetisiert (SMITH, 1996). Die Zusammen-
setzung  des  in  der  jeweiligen  Drüse  sezernierten  Speichels  ist  unterschiedlich.  Im
Mischspeichel sind aufgrund proteolytischer Prozesse eine Vielzahl von Protein-bruch-
stücken vorhanden. Der rein seröse Parotisspeichel besteht zu einem großen Anteil aus
prolinreichen Proteinen (PRP) bzw. glykosylierten prolinreichen Proteinen. Die Glandu-
la  sublingualis  ist  hingegen  für  die  Synthese  der  Muzine  verantwortlich  (BEELEY,
1991). Das seromuköse Sekret der Glandula submandibularis ist vorwiegend serös. Die
Zunge weist verschiedene Drüsenarten auf. Im Bereich des Zungengrundes se-zernieren
die kleineren Drüsen einen rein mukösen Speichel. Die in der Nähe der Papil-lae valla-
tae  und  foliatae  gelegenen  sogenannten  Spüldrüsen  sezernieren  ein  rein  seröses
Sekret,das die Geschmacksknospen umspült und neuen Geschmacksstoffen den Zugang
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ermöglicht. Die unter der Zungenspitze lokalisierte Glandula lingualis anterior bildet ein
gemischtes Sekret (WALDEYER und MAYET, 1993).
Inhaltsstoffe des Speichels. Der Speichels besteht bis zu 94 % aus Wasser und einem
geringeren Anteil  Trockensubstanz (6 %). Dieser kleine Anteil besteht zu einem Drittel
aus anorganischem und zu zwei Dritteln aus organischem Material (BUDDECKE, 1981).
Die anorganischen Stoffe sind in Tabelle 1 aufgezählt.















Die Quelle des Wassers und der Ionen ist das Blutplasma. Nur das Bicarbonat wird in
den  Speicheldrüsen  mit  Hilfe  der  Carboanhydrase  aus  Kohlendioxid  synthetisiert
(SMITH, 1996). Der Speichel ist eine hypotone Flüssigkeit mit anderen Elektrolytkon-
zentrationen als das Blutplasma (COLE und EASTOE, 1988).
Die organischen Inhaltsstoffe des Speichels sind in Tabelle 2 aufgelistet.
Die Zusammensetzung des Speichels ist  von der Beteiligung der einzelnen Speichel-
drüsen abhängig und durch verschiedene Faktoren beeinflusst. Zu diesen Faktoren zäh-
len neben der Plasmazusammensetzung die Fließrate, die Art und Dauer der Stimulati-
on,  der  biologische  Rhythmus,  Hormone,  Schwangerschaft,  zahlreiche  Medikamente
mit  salivationshemmenden  Nebenwirkungen  und  unterschiedliche  Krankheiten
(DAWES, 1996).
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Tab. 2: Die  organischen  Inhaltsstoffe  des  menschlichen  Speichels  (JENKINS,  1978;
WHELTON, 1996; KLIMM, 1997)
Organische Inhaltsstoffe
Biologisch aktive Proteine 
und Aminoverbindungen
-Amylase, Maltase, Hexokinase; Aldolase, Dehydrogenasen,
Kallikrein, Carboanhydrase, Speichelperoxidase, Lipase, Glu-
kosidasen, Proteasen, Peptidasen
Glykoproteine Muzine, Parotisagglutinin, sIgA, Lactoferrin
Weitere Speichelproteine PRP, Statherin, Cystatine, Histatine, 
Sialin, Histamin, Harnstoff
Fette Lipide, Lipoide
Säuren Laktat, Zitrat, Harnsäure
Hormone Östrogene, Progesteron
Vitamine C, B1, B2, B12
Abwehrfaktoren unspezifisch:  Lysozym, Lactoferrin,  Speichelperoxidase,  neu-
trophile Granulozyten
spezifisch: Immunglobuline: sIgA, IgG
Blutgruppensubstanzen
Gase CO2, O2, NO2, NH3
2.1.3 Sekretion des Speichels
Die Sekretion der einzelnen Drüsen verteilt sich folgendermaßen. Die Glandula parotis
liefert  20 % des  Gesamtvolumens  bei  unstimulierter  Speichelsekretion,  während  die
Glandula  submandibularis  den  größten  Anteil  mit  65 % sezerniert.  Jeweils  7  – 8 %
tragen die Glandula sublingualis und die kleinen Schleimhautdrüsen bei (EDGAR und
O`MULLANE, 1990). 
Die Angaben für den Speichelfluss innerhalb von 24 Stunden variieren von 500-600 ml
(DAWES, 1987) bis hin zu circa 1-1,5 l (ERICSON und MÄKINEN, 1986). Die Bestimm-
mung dieser Fließrate ist aufgrund methodischer Schwierigkeiten und interindividueller
Unterschiede erschwert.  Der  unstimulierte  Speichelfluss  unterliegt  einem circadianen
Rhythmus, wobei der höchste Wert am späten Nachmittag und der niedrigste während
des Schlafes ermittelt wurde (DAWES, 1972). Die Speichelproduktion in der Nacht ist
gegenüber dem Tag deutlich verringert (KÖNIG, 1992;  DAWES, 1996). Nach BUDDE-
CKE (1981) beträgt die Sekretionsrate des Ruhespeichels 0,25-0,35 ml/min und die des
Reizspeichels 1,0-2,0 ml/min. Neuere Studien weisen auf geschlechtsspezifisch 
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unterschiedliche Speichelfließraten hin. Für Frauen liegt die Untergrenze des „norma-
len“  unstimulierten  Speichelflusses  bei  0,05 ml/min  und für  Männer  bei  0,1 ml/min
(SREEBNY, 2000). 
Im Vergleich  zu  anderen  Drüsen  unterliegt  die  Speichelsekretion  ausschließlich  der
Kontrolle des vegetativen Nervensystems ohne den Einfluss von Hormonen. Während
parasympathische Nerven durch die Ausschüttung von Acetylcholin die Flüssigkeitsse-
kretion erhöhen, stimulieren sympathische Nerven über die Freigabe von Noradrenalin
die Proteinsekretion (SMITH, 1996).
2.1.4 Funktionen des Speichels
Eine  extreme  Verringerung  der  Speichelsekretion  bis  hin  zum  Versiegen  des  Spei-
chelflusses hat die Mundtrockenheit (Xerostomie) zur Folge, die fatale Auswirkungen
auf die Gesundheit der Mundhöhle hat (IMFELD, 1984). Ursächlich für die Xerostomie
können zum Beispiel die Nichtanlage oder Fehlbildung von Speicheldrüsen, das Sjö-
gren-Syndrom, Diabetes mellitus, das Parkinson-Syndrom, Sarkoidose, Angst, Depressi-
on und Stress sowie die Bestrahlung von Tumoren im Kopf-Hals-Bereich sein (NEW-
BRUN, 1989; SREENBY, 1996). Die Beeinträchtigung der Mundgesundheit und des All-
gemeinbefindens von Xerostomiepatienten verdeutlicht die zahlreichen Aufgaben des
Speichels.
Die Funktionen des Speichels sind nicht nur auf die Mundfunktionen wie das Sprechen
und die Durchfeuchtung sowie das Gleitfähigmachen der Nahrung, die Geschmacks-
empfindung, das Schlucken und Einleiten des Verdauungsvorganges begrenzt. Der Spei-
chel beeinflusst das Kariesgeschehen durch seine remineralisierende Wirkung und hält
mit  seinen Puffersystemen den nahezu neutralen pH-Wert im Ökosystem Mundhöhle
aufrecht.  Außerdem  übt  der  Speichel  Kontrollfunktionen  gegenüber  oralen  Mikro-
organismen aus. Besonderes Interesse gilt den Schutzfunktionen des Speichels für die
Zahnhartgewebe und Schleimhäute und der Pellikelbildung.
2.2 Speichelproteine und ihre Funktionen
Aufgrund der Tatsache, dass einem Speichelprotein nicht nur eine spezielle Aufgabe
zugeordnet  werden kann,  sondern die  Funktionen aller  Speichelproteine überlappend
sind, verwendete  LEVINE (1993) die Beschreibung „Multi- und Amphifunktionalität“.
Die Aufgabenbereiche sind in Tabelle 3 dargestellt.
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-Amylase + + +






Parotisagglutinin + + +
Cystatine + +
Histatine + +
Peroxidase + + +
Lysozym + + + +
Lactoferrin + + + +
sIgA + + + +
Durch die methodisch immer detailliertere Charakterisierung der Speichelproteine sind
verschiedene Proteinfamilien, welche aufgrund genetischer und posttranslationaler Pro-
zesse zahlreiche Mitglieder besitzen, bekannt (LEVINE, 1993). Dies ergibt eine Vielzahl
Speichelproteine, deren Vertreter im Folgenden näher beschrieben werden. 
Von den menschlichen Speicheldrüsen sezernieren vor allem die Glandulae parotis und
submandibularis  hohe  Konzentrationen  an  prolinreichen  Proteinen  (PRP).  Nahezu
70 % der gesamten Proteinsekretion entfallen auf die PRP (BENNICK, 1987; MINAGU-
CHI und  BENNICK, 1989). Diese Proteine können unterteilt werden in saure und ba-
sische PRP (BENNICK, 1987; MINAGUCHI und BENNICK, 1989) und glykosyliert oder
phosphoryliert sein (LEVINE et al., 1987, ROBINSON et al., 1989; STUBBS et al., 1998).
Im Falle der sauren PRP sind zehn Proteine (PRP-1, PRP-2, PRP-3, PRP-4, Db-s, Db-f,
PIF-s, PIF-f, Pa-Monomer und Pa-Dimer) bekannt (HAY et al., 1988), von denen die
vier erstgenannten von OPPENHEIM et al. (1971) beschrieben und benannt wurden. Für
die sauren PRP sind eine Fülle von Prolin, Glutaminsäure, Glutamin und Glycin charak-
teristisch (HAY et al., 1988).
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Von  einem  Individuum  wurden  neun  basische  PRP (IB-1 – IB-9)  isoliert  (KAUFF-
MANN und KELLER, 1979). Andere Autoren beschrieben ebenfalls neun basische PRP
und deren Primärstrukturen (ISEMURA et al., 1980). Den gemeinsamen Ursprung der
PRP zeigen die  cDNA-Nukleotidsequenzen der  PRP  (CARLSON, 1993).  Alle  PRP
weisen vier Domänen auf: eine sekretorische Signalpeptidsequenz, ein stark negativ ge-
ladenes  Aminoende,  eine  „Repeat“-Region  und  eine  carboxylterminale  Region.  Die
Vielfalt der PRP ist durch differentielles mRNA „splicing“ und posttranslationale Modi-
fikationen bedingt.
Die Funktion der sauren PRP besteht darin, sich mit einer hohen Affinität an Hydroxyla-
patit zu binden (HAY 1967, 1973;  BENNICK et al.,  1979), Calciumionen zu fixieren
(BENNICK et al. 1981) und das Kristallwachstum von Calciumphosphatsalzen in über-
sättigten Lösungen zu inhibieren (GRØN und  HAY, 1976;  HAY et al. 1979). Die PRP
treten in physiologischen Konzentrationen als Inhibitoren der sekundären Präzipitation
von  Calciumphosphaten  in  übersättigten  Lösungen  in  Erscheinung  (HAY  und  MO-
RENO, 1979, 1989). Somit wird nach der Adsorption am Hydroxylapatit die Bildung
von Calciumphosphatkristallen auf der Zahnoberfläche verhindert.  Nach  AOBA et al.
(1984) hat das aminoterminale Ende der PRP mit seinen zwei Phosphoserinmolekülen
diese Funktion inne. Die PRP sind an der Pellikelbildung beteiligt (KOUSVELARI et al.,
1980; BENNICK et al., 1983) und können auch als Rezeptoren für orale Bakterien dienen
(SCANNAPIECO, 1995). 
Prolinreiche Glykoproteine sind potentielle Rezeptoren für orale Mikroorganismen (LE-
VINE et al., 1987; GILLECE-CASTRO et al., 1991). Wenn sich z.B. die sauren PRP am
Hydroxylapatit adsorbiert haben, sind zahlreiche orale Bakterien in der Lage zu adhä-
rieren, besonders Actinomyces viscosus (GIBBONS und HAY, 1988a; LEUNG et al.,
1990). Insbesondere das PRP-1 wird aufgrund seiner Aminosäuresequenzen (Pro-Gln)
von den Adhäsinen der Aktinomyceten erkannt und fördert die Adhärenz. Die Haftung
beruht wahrscheinlich auf der Interaktion zwischen Typ 1 Fimbrien und dem Carboxyl-
ende. Durch die Bedingung des vorherigen Bindens von PRP am Hydroxylapatit  vor
Anheftung  des  Actinomyces  viscosus  ist  eine  Clearancebeschleunigung  durch  hohe
Konzentrationen an PRP in der flüssigen Phase des Speichels nicht möglich. Ähnliche
Phänomene wurden beim Binden von Streptococcus mutans und Streptococcus gordonii
beobachtet (GIBBONS und HAY, 1988b, 1989; GIBBONS et al. ,1991). Streptococcus
mutans bindet an die größeren PRP ( PRP-1, PRP-2, PIF-s) stärker als an kleinere Vari-
anten. Während die größeren PRP die Bakterienanheftung zu unterstützen scheinen, re-
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duzieren die kleineren PRP das initiale Anheften. Beide PRP-Typen konkurrieren um
dieselbe Hydroxylapatit-Bindungsstelle an der Schmelzoberfläche. Die kleineren PRP
z.B. das PRP-3, eine vom PRP-1 abgeleitete Variante, besitzen keine Bindungsstellen
für  Bakterien  und  haben  somit  keine  Rezeptorfunktion  (BRATT et  al.,  1998).  Das
Verhältnis von PRP-1 zu PRP-3 beeinflusst die Besiedelung der Pellikel durch A. naes-
lundii, wie CARLEN et al. (1998) zeigten.
Statherin wird in den Azinuszellen der Glandulae parotis und submandibularis gebildet
und besitzt ein Molekulargewicht von 5,38 kD. Die Peptide der Familie der Statherine
besitzen 43 Aminosäuren,  vor allem Tyrosin-Reste und Phosphoserin in  der  Primär-
struktur (SCHLESINGER und HAY, 1977). Von JENSEN et al. (1991) wurden drei Struk-
turvarianten (SV1, SV2 und SV3) gefunden, für deren Kodierung ein einziges Gen zu-
ständig ist (SABATINI et al., 1990). Alle Vertreter sind an Ser-2 und Ser-3 phosphory-
liert. 
Statherin und seine Varianten besitzen unterschiedliche Funktionen. Sie binden mit ho-
her Selektivität am Hydroxylapatit (HAY, 1973; MORENO et al., 1978; JENSEN et al.,
1991), was zu der Annahme führte, dass es sich um einen potentiellen Precursor für die
Pellikel handelt. Es verhindert das Kristallwachstum von Calciumphosphatsalzen, und
als einziges Protein unterbindet es das spontane Ausfällen von Calciumphosphatsalzen
aus übersättigtem Speichel (HAY et al., 1979). Überraschenderweise zeigt das separate
aminoterminale  Peptid  aus  6  Aminosäureresten die  vierfache  Inhibition des  Kristall-
wachstums  verglichen  mit  dem  intakten  Statherin,  aber  nur  eine  minimale  Unter-
drückung der spontanen Ausfällung (HAY et  al.,  1979;  SCHLESINGER et  al.,  1987).
Nicht nur die PRP sondern auch die Statherine sind befähigt, nach Adsorption am Hy-
droxylapatit Actinomyces viscosus zu binden (GIBBONS und HAY, 1988a).
Die Histatine sind eine Gruppe von zwölf niedermolekularen histidinreichen Polypepti-
den, die von den Glandulae parotis  und submandibularis  sezerniert  werden (OPPEN-
HEIM et al., 1986, 1988; TROXLER et al., 1990). Ihr Molekulargewicht liegt zwischen 3
und 4 kDa (OPPENHEIM et al., 1988). Das wahrscheinlich bekannteste, das Histatin-5,
beeinflusst den Mineralisationsprozess (RICHARDSON et al., 1993) und hat eine antifun-
gizide  und  antibakterielle  Wirkung  (HELMERHORST,  1997).  Die  vorherrschenden
Formen sind Histatin-1, Histatin-3 und Histatin-5 bestehend aus 38, 32 und 24 Amino-
säureresten. Durch proteolytische Spaltung entstehen weitere kleinere 
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Histatine. Histatin-5, welches durch Proteolyse aus Histatin-3 gebildet wird, beeinflusst
den Mineralisationsprozess (RICHARDSON et al., 1993) und hat eine antifungizide so-
wie antimikrobielle Wirkung (z.B. HELMERHORST et al., 1997). Histatin-1 und Hista-
tin-3  sind  Produkte  zweier  unterschiedlicher  m-RNAs.  Von  allen  Histatinen  ist  nur
Histatin-1 phosphoryliert (OPPENHEIM et al., 1988). Histatin-1, Histatin-3 und Histatin-
5 binden an Hydroxylapatit  und sind  damit  Precursor  für  die  Pellikel  (  MAYHALL,
1970).  LAMKIN et al.  (1991b) reinigten aus der Pellikel Histatin-3 und Histatin-5 mit
anschließender  Sequenzbestimmung.  Histatin-1  inhibiert  wie  die  PRP  das  Kristall-
wachstum, nicht jedoch die spontane Ausfällung (OPPENHEIM et al., 1986). Alle drei
sind befähigt, Candida albicans in seiner Hefe- und Mycel-Form abzutöten (XU et al.,
1991). Weniger gut untersucht sind die antibakteriellen Aktivitäten.  MAC KAY et al.
(1984) zeigten die Fähigkeit einer histidinreichen Fraktion, Streptococcus mutans zu tö-
ten. Histatin-1, Histatin-3 und Histatin-5 weisen unterschiedliche Aktivitäten auf (XU et
al.,  1991).  Ebenso  verschieden  sind  die  bakteriostatischen  Aktivitäten  innerhalb  der
Histatine. Histatin-5 bindet an Porphyromonas gingivalis (MURAKAMI et al., 1990a)
und inhibiert die von Bakterien induzierte Hämagglutination und somit die Kolonisation
(MURAKAMI et al., 1990b). Hinsichtlich der metabolischen Aktivität der Bakterien an
der  Zahnoberfläche  und  ihrer  Säureproduktion  mit  dem  resultierenden  pH-Abfall
agieren die histidinreichen Reste der Histatine als pufferndes Agens (MANDEL, 1987).
Cystatine wurden aus der Submandibularsekretion isoliert.  Die Speichelcystatine SA,
SA-I und SA-III sind 121 Aminosäurereste lang, zu 90% homolog und enthalten zwei
Disulfidbrücken (ISEMURA et  al.,  1987;  AL-HASHIMI  et  al.,  1988;  LAMKIN et  al.,
1991a). Zwei andere Cystatine, S und SN, entstehen wahrscheinlich aus Cystatin SA-I
und SA-III durch  postsynthetische  Abspaltung von 8  Aminosäureresten  an  der  ami-
noterminalen Seite des Moleküls (ISEMURA et al., 1984, 1986). Einige Speichelcysta-
tine sind phosphoryliert und binden ebenfalls an Hydroxylapatit. SHOMERS et al. (1982)
zeigten,  dass  das  Cystatin  CCP1  eine  reduzierte  aber  nicht  vollständig  eliminierte
Bindungsaffinität nach Dephosphorylierung besaß. Cystatine binden ein Drittel weniger
an Hydroxylapatit als Statherine (JOHNSSON et al., 1991) und inhibieren das Kristall-
wachstum mit nur einem Zehntel der Aktivität von Statherin (SHOMERS et al., 1982).
Wie auch Cystatine aus Serum oder Liquor sind Speichelcystatine in der Lage, Cystein-
proteasen nichtkompetitiv zu hemmen.
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Die Amylase tritt im Speichel zum einen als nichtglykosyliertes Protein mit einem Mo-
lekulargewicht von 55 kD, zum anderen glykosyliert mit einem Molekulargewicht von
62 kD  auf.  Von  beiden  Formen  gibt  es  mehrere  Isoenzyme  mit  unterschiedlichen
Ladungen (MAYO und CARLSON, 1974). Die -Amylase spaltet -1→4-glykosidische
Bindungen der Stärke, Amylose und Amylopektin und gehört zu den Hydrolasen. Stärke
wird zunächst in Oligosaccharide von 6 bis 7 Einheiten und später in Disaccharide wie
Maltose und Isomaltose bis zu Glukose gespalten (KÖNIG, 1987). In erster Linie hat
Amylase eine digestive Funktion. Ein Drittel der Proteine des Parotissekretes macht die
-Amylase aus. Der Amylase-Anteil an den Parotisproteinen steigt durch Stimulation
weiter an. Auch in der Pellikel  wurde Amylase gefunden (ØRSTAVIK und  KRAUSS,
1973, 1974; AL-HASHIMI und LEVINE, 1989, BRADWAY et al., 1992). Selbst nach der
Adsorption weist Amylase noch enzymatische Aktivität auf (ØRSTAVIK und KRAUSS,
1974; RØLLA et al., 1983).
Speichelamylase bindet  selektiv  und mit  hoher  Affinität  orale  Streptokokkenspezies,
wie Streptokokkus gordonii (SCANNAPIECO et al., 1989, 1990). SCANNAPIECO et al.
(1995) zeigten, dass Amylase und auch PRP in der Pellikel als Rezeptoren für amylase-
bindende Streptokokken, wie z.B. S. gordonii, fungieren.
Die Muzine werden ebenfalls von den Speicheldrüsen sezerniert. Nach TABAK (1995)
besitzen die Muzine eine bedeutende Rolle beim Schutz der Mundhöhlenepithelien und
bei der nicht-immunologischen Abwehr. Biochemisch betrachtet, setzen sich die Mu-
zine  zu  15 -  20 %  aus  Proteinen  und  bis  zu  80 %  aus  Kohlenhydraten  mit  der
Grundstruktur  eines  O-glykosidisch  gebundenen  Glykans  zusammen  (STROUS und
DEKKER,  1992;  GENDLER und  SPICER,  1995).  Die  am häufigsten  vorkommenden
Aminosäuren sind Serin und Threonin. Das Molekulargewicht der Monomere ist größer
als  2  Millionen Dalton,  bei  Multimeren  zehnfach  größer.  Anhand  Größenausschlus-
schromatographie wurden in der submandibular-sublingual Sekretion zwei Muzine se-
pariert und als Muzin Glykoprotein 1 (MG 1) und Muzin Glykoprotein 2 (MG 2) be-
nannt (LEVINE et al., 1985; LOOMIS et al., 1987; RAMASUBBU et al. 1991). Für MG 1
wurden in weiteren Studien funktionelle Aufgaben nachgewiesen. So beeinflusst MG 1
die rheologischen und viskoelastischen Eigenschaften des Speichels mit Erleichterung
des Sprechens, des Kauens und des Schluckens. IONTCHEVA et al. (1997) zeigten, dass
MG 1 mit Amylase, PRP, Statherin und Histatin Komplexe bildet. Dieses Muzin bindet
an Hydroxylapatit, wobei sich die beiden Muzine in ihren Interaktionen mit Hydroxyla-
patit 
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unterscheiden (TABAK et al., 1985). Vermutlich sind sie Bestandteil der Schmelzpelli-
kel  (AL-HASHIMI und  LEVINE,  1989).  MG  1  ist  ein  wichtiger  Faktor  des  oralen
Abwehrsystems  aufgrund  seiner  Fähigkeit,  eine  Vielzahl  von  Speichel-Bakterien  zu
binden -wie Porphyromomas gingivalis (AMANO et al., 1994)- und ihre Clearence zu
erleichtern. 
Ein  fucosereiches  Glykoprotein,  das  Parotisagglutinin,  wurde  von  ERICSON  und
RUNDGREN (1983) beschrieben. Auch in der Pellikel wurde das Parotisagglutinin als
Adhäsionssubstrat  für  Streptococcus  mutans  nachgewiesen  (GIBBONS  und  HAY,
1989). Der aus Untereinheiten von 440 kD bestehende makromolekulare Komplex hat
ein  Molekulargewicht  von  5000 kD  mit  hohen  Anteilen  an  Aspartat,  Serin  sowie
Threonin und wenig Prolin. Obwohl seine Konzentration im Parotisspeichel sehr gering
ist, erfolgt aufgrund der hohen biologischen Aktivität eine starke Agglutination (ERIC-
SON und RUNDGREN, 1983).
Speichelperoxidase wird größtenteils  in den Azinuszellen  der großen Speicheldrüsen
und  in  geringerem  Maße  von  oralen  Granulozyten  (Myeloperoxidase)  synthetisiert
(MANDEL et al., 1983). Mit einem Molekulargewicht von 75-80 kD kommt es frei oder
an Makromoleküle gebunden vor (TENOVUO, 1981). Die Speichelperoxidase wirkt an-
timikrobiell durch die Bildung von Hypothiocyanat aus Thiocyanat und dem bakteri-
ellen Wasserstoffperoxid (H2O2). 
Kallikrein beeinflusst  durch  die  Auslösung  einer  Kontraktion  der  myoepithelialen
Zellen der Speicheldrüsen die Sekretion (JENKINS, 1978). Vermutlich bewirkt es die
Bildung von PRP-3 durch posttranslationale Spaltung von PRP-1 (WONG et al., 1983). 
Lactoferrin ist ein Glykoprotein von 75-78 kD, das zum einen in den Azinus- und Epi-
thelzellen der großen und kleinen Speicheldrüsen (COHEN und LEVINE, 1989), zum
anderen von den PMNs der Sulkusflüssigkeit gebildet wird (FRIEDMAN et. al., 1983).
Fibronektine sind  Glykoproteine,  deren  Monomere  ein  Molekulargewicht  von  210-
260 kD und  die  Dimere  eines  von  450 kD aufweisen  (AKIYAMA und  YAMADA,
1987). Die im Gesamtspeichel nur gering vorhandenen Fibronektine werden von den
oralen gramnegativen Bakterien abgebaut (WIKSTRÖM und LINDE, 1986). Neben der
Fähigkeit  Streptokokken  zu  agglutinieren,  ist  es  in  der  Lage,  an  Hydroxylapatit  zu
binden und die bakterielle Adhärenz zu fördern (BABU et al., 1983; BABU und DAB-
BOUS, 1986).
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Albumin bzw. „Speichelalbumin“ wurde in der Pellikel  nachgewiesen (COHEN und
LEVINE, 1989).
Lysozym, ein basisches Protein mit einer Molekularmasse von 14 kD, ist zur Lyse der
Bakterienzellwände befähigt (LAIBLE und GERMAINE, 1985) und wird sowohl in der
Pellikel als auch in der Plaque angetroffen (COLE et al., 1981). Es fördert nach seiner
Adsorption am Hydroxylapatit die Adhäsion bestimmter Streptokokken (GERMAINE
und TELLEFSON, 1986). 
2.3 Schmelzpellikel
Auf einer gereinigten Zahnoberfläche bildet sich bei Speichelkontakt ein dünner, azellu-
lärer Proteinfilm, bekannt als "aquired enamel pellicle" – erworbene Schmelzpellikel -
(DAWES et al., 1963;  MECKEL, 1965). Die Bezeichnung ist von dem Wort pellicula
(lat: kleines Fell) abgeleitet. Häufig wurde auch die Bezeichnung „Zahnoberhäutchen“
(BÖSSMANN und HOPPE, 1974) oder „Schmelzoberhäutchen“ (TILL und THIELMANN,
1989) verwendet.  Dieser Biofilm formiert sich posteruptiv durch die Adsorption von
Glykoproteinen des Speichels an der Zahnoberfläche (MAYHALL, 1975). Neben dem
Begriff erworbene Pellikel existiert die Bezeichnung „primäre Pellikel“. Dieser Begriff
steht für das initiale Zahnoberhäutchen, das nach dem Zahndurchbruch aus rudimen-
tären Ameloblasten besteht, durch die Kaufunktion schnell verloren geht und durch das
erworbene Schmelzoberhäutchen ersetzt wird (DAWES et al., 1963). Nach NEWBRUN
(1989) wurden die Pellikelkomponenten auch als lösliche und unlösliche definiert. Die
lösliche Pellikel  lässt  sich durch eine kurzzeitige Anwendung von Säure vom Zahn-
schmelz ablösen. Das Entfernen des unlöslichen Anteils, der auf der Zahnoberfläche in
Form einer Membran fixiert ist,  gelingt nur mit intensiver Reinigung. Die unlösliche
Pellikel setzt sich aus Glykoproteinen und bakteriellen Zellwänden zusammen (ARM-
STRONG, 1968). Löslicher und unlöslicher Anteil bilden die Gesamtpellikel (engl. total
pellicle) (NEWBRUN, 1989).
Die Pellikel stellt die essentiell erforderliche Basis für die bakterielle Besiedlung und
somit die Entwicklung der Plaque dar.
2.3.1 Bildung und Zusammensetzung der Pellikel
Für die Bildung der Pellikel ist das Mundhöhlenmilieu Ausgangspunkt. Die Zahnober-
flächen sind umgeben von Speichel, was zur Folge hat, dass die Calciumionen des 
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Hydroxylapatits das Bestreben haben, in Lösung zu gehen. Es entsteht eine negativ ge-
ladene Schmelzoberfläche aufgrund der Überzahl an Phosphatresten.  Unter physiolo-
gischen  Bedingungen  wird  die  Schmelzoberfläche  durch  eine  Schicht  Calcium-
Gegenionen aus dem Speichel elektrisch neutral. Diese Schicht auf der Zahnoberfläche
wird „hydration layer“ oder „Stern layer“ genannt, die zu 90 % aus Calciumionen und
zu  10 %  aus  Phosphationen  besteht  (ARENDS und  JONGEBLOED,  1977).Wie
BERNARDI und KAWASAKI (1968) zeigten, lagern sich Speichelproteine an die posi-
tiven Calciumionen an. Dies beruht auf elektrostatischen Bindungen zwischen Calciu-
mionen und den Phosphatgruppen des Zahnschmelzes einerseits und entgegengeladenen
Gruppen der Makromoleküle aus dem Speichel andererseits. Zum Beispiel binden die
sauren Proteine spezifisch mit ihren Carboxylgruppen an den Calcium-Bindungsstellen
des Zahnschmelzes bzw. der Hydratationsschicht (BENNICK et al., 1979;  MORENO et
al., 1979; MORENO et al., 1982; BENNICK, 1987). Außer den elektrostatischen Interak-
tionen  sind  neben  Konformationsänderungen  der  Proteine  und  der  Desorption  von
Wasser  auch  Wasserstoffbrücken,  Dispersionskräfte  und  hydrophobe  Wechsel-
wirkungen für die Adsorptionsprozesse von Bedeutung (MORENO et al., 1979, 1984). In
wenigen Sekunden beginnt bei Speichelkontakt die Pellikelbildung auf Festkörperober-
flächen (BAIER, 1977; GLANTZ, 1980; BAIER et al., 1984). Die Pellikelbildung findet
nicht  nur auf dem Zahnschmelz,  sondern neben dem Wurzelzement  und den Mund-
schleimhäuten auch auf restaurativen Materialien, Prothesenkunststoffen und anderen
Festkörperoberflächen  statt  (SØNJU und  GLANTZ,  1975;  SØNJU und  SKJØRLAND,
1976; FISHER et al., 1987; HANNIG, 1997).
Biochemische  Zusammensetzung.  Sowohl  In-vitro-  als  auch  In-vivo-Studien  konnten
Speichelproteine  als  Hauptbestandteil  der  Pellikel  bestätigen  (HANNESSON EGGEN,
1983; Mayhall, 1970;  SØNJU und  RØLLA, 1973). Aufgrund der großen Affinität von
PRP zum Hydroxylapatit wurde postuliert, dass PRP in der Pellikel präsent sind. KOU-
SVELARI et  al.  (1980)  demonstrierten  die  Antikörperreaktion  gegen saure  PRP mit
Pellikelkomponenten an der Zahnoberfläche.
Zwei Klassen von Calciumbindungsstellen wurden identifiziert, deren Bindungsaffinität
das physiologische Spektrum überspannen (BENNICK et al., 1981). Die Adsorption von
PRP induziert eine Konformationsänderung. Die Hydroxylapatit-Bindungsaktivität be-
ruht  auf den initialen 30 Aminosäureresten (BENNICK et  al.,  1979;  MORENO et  al.,
1982; AOBA et al., 1984). Das aminoterminale 30-Reste-Peptid inhibiert nicht nur das 
18
Kristallwachstum, sondern ist auffallend aktiver als das komplette Protein (HAY et al.,
1979). Noch kleinere Peptide dieser Art weisen allerdings geringere Aktivität auf (HAY
et al., 1987). Die aminoterminale Region von sauren PRP stellt die Calcium- und Hy-
droxylbindungsdomäne dar und ist verantwortlich für die Inhibition des Kristallwachs-
tums durch die PRP. Dem carboxylterminalen Ende fallen unterschiedliche Rollen zu.
Weitere potentielle Substrate für die Pellikelbildung sind Plasmaproteine, Immunglobu-
line, Blutgruppensubstanzen und Enzyme. In der In-vivo-Pellikel waren Ig-A, Ig-G, 
Ig-M, Albumin, Lactoferrin, Transferrin, Cäruloplasmin, Fibrinogen, -Amylase, Lyso-
zym, Glykosyltransferase und Lactoperoxidase mittels Methoden der Immunfluoreszenz
nachweisbar (ØRSTAVIK und KRAUSS, 1973, 1974;  KRAUSS et al., 1973; ;  KRAUSS
und MESTECKI, 1976; RØLLA et al., 1983; LEVINE et al., 1985; AL-HASHIMI und LE-
VINE, 1989).
Mehrere Studien beschäftigten sich mit der Aminosäurezusammensetzung der Pellikel.
So wurden in der in vivo gebildeten 2-Stunden-Pellikel große Anteile saurer Aminosäu-
ren  wie Glutaminsäure  und Asparaginsäure sowie hohe  Anteile  von Alanin,  Glycin,
Serin, und Prolin ermittelt  (ARMSTRONG,  1966, 1967;  LEACH,  1967;  LEACH et al.,
1967;  ARMSTRONG  und HAYWARD,  1968;  HOPPE,  1970;  MAYHALL,  1970, 1975,
1977; SØNJU und RØLLA, 1973; ÖSTE et al., 1981; EGGEN und RØLLA, 1982a, 1983;
KUBOKI et al., 1987; AL-HASHIMI und LEVINE, 1989; RYKKE et al., 1989).
SLOMIANY et al.  (1986, 1990) wiesen Lipide in der natürlichen und experimentellen
Pellikel nach. Dabei handelte es sich um neutrale Lipide, vor allem freie Fettsäuren, Tri-
glyzeride, Cholesterin und Cholesterinester sowie verschiedene Phospho- und Glykoli-
pide. Der Lipidgehalt der Pellikel betrug mehr als 20 % des Trockengewichtes. Signifi-
kante Unterschiede im Lipidgehalt und der –zusammensetzung korrelierten mit der indi-
viduellen  Kariesaktivität.  Allerdings  gibt  es  keine  weiteren  Arbeiten,  die  diese  Be-
einflussung  der  Pellikelzusammensetzung  beschreiben.  Bei  Untersuchungen  von  hy-
drolysiertem Pellikelmaterial auf Kohlenhydratanteile wurden Glukose, Galaktose, Fu-
cose, Mannose, Galaktosamin, Glukosamin, N-Acetylneuraminsäure und andere Sialin-
säuren nachgewiesen (HAY, 1967; MAYHALL und BUTTLER, 1976).
Hinweise auf Unterschiede der Pellikelzusammensetzung bzw. der Struktur und Dicke
zwischen den Gebissregionen wurden von CARLÈN et al. (1998) und HANNIG (1999)
gefunden.
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2.3.2 Funktion der Schmelzpellikel
Die aus Speichelproteinen auf der Zahnoberfläche gebildete Pellikel hat verschiedene
Funktionen. Sie stellt einen Gleitfilm dar, der beim Kauakt die Abrasion und Attrition
der antagonistischen und unmittelbar benachbarten Zähne verringert. Vor allem die PRP
und die Muzine tragen zum lubrikativen Effekt bei (HATTON et al., 1985). Außerdem
bewirkt  sie  eine  geringere  und  zeitlich  verzögerte  erosive  Destruktion  der
Schmelzoberfläche  durch saure Noxen (MECKEL,  1965;  SLOMIANY et  al.,  1986;
NIEUW AMERONGEN et al., 1987; MEURMAN und FRANK, 1991; HANNIG, 1998). In
der Funktion als  semipermeable Membran, die die Diffusion saurer Noxen und den
Ionenfluss von Calcium und Phosphat behindert,  verringert sie  die Löslichkeit des
Zahnschmelzes (SCHÜLE, 1961, 1962, 1963; FEATHERSTONE et al., 1993). Anderer-
seits verzögert sich dadurch auch der reparative Mineralisationsprozess (ZAHRAD-
NIK et  al.,  1976,  1977,  1978;  MORENO und  ZAHRADNIK,  1979).  BÖßMANN und
HOPPE (1974) zeigten einen verzögerten Eintritt  der Karies unter Vorhandensein des
Zahnoberhäutchens. 
Weiterhin inhibiert die Pellikel die Präzipitation von Calciumsalzen aus dem an Cal-
cium-  und  Phosphationen  übersättigten  Speichel.  Die  sauren  PRP,  Statherin  und  in
geringerem Maße auch Cystatin in adsorbiertem Zustand, verhindern eine nachteilige
kontinuierliche Mineralablagerung an der Zahnoberfläche (HAY und  MORENO, 1979;
MORENO et  al.,  1979;  AOBA et  al.,  1984;  SCHLESINGER und  HAY,  1986;  MADA-
PALLIMATTAN und BENNICK, 1989).
Die  Zusammensetzung der  Pellikel  beeinflusst  außerdem die  Anheftung von Mikro-
organismen. Nach Adsorption bestimmter  Speichelproteine, wie der sauren prolinrei-
chen Proteine, der Histatine (MURAKAMI et al., 1991) und -Amylase (SCANNAPIECO
et al., 1995; BERGMANN und GÜLZOW, 1995), können pathogene Streptokokken und
Aktinomyceten adhärieren. Das aminoterminale Ende der sauren PRP bindet an Hydro-
xylapatit (BENNICK et al., 1979, BENNICK, 1987), während das Carboxylende als Re-
zeptor für die  bakterielle Adhärenz fungiert. Erst nach der Adsorption werden die in
Lösung maskierten Bindungsstellen der sauren PRP durch Konformationsänderung frei
(GIBBONS und HAY, 1988a, 1988b). 
Weiterhin stellt die Pellikel funktionell betrachtet ein  Reservoir für kariesprotektive
Ionen, z.B. Fluoridionen dar. Nach Fluoridapplikation ist die Pellikel an der langanhal-
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tenden Retention der CaF2-Deckschicht  auf der Schmelzoberfläche komplex beteiligt
(GROBLER et  al.,  1981).  Die Aufnahme von Fluorid in  die oberflächliche Schmelz-
schicht ist aufgrund der Semipermeabilität der Pellikel nicht beeinträchtigt (TINANOFF
et al., 1975; ARENDS et al., 1981).
2.3.3 Struktur und Reifung der Pellikel
Mikromorphologisch betrachtet ist die Pellikel eine strukturlose, homogene, amorphe
Membran  (LEACH,  1967;  LENZ,  1967;  ARMSTRONG und  HAYWARD,  1968).
Elektronenmikroskopisch erscheinen die Pellikelstrukturen feingranulär bis granulär mit
unterschiedlicher Elektronendichte, aber auch globulär und heterogen (LIE, 1975, 1977,
1978;  BERTHOLD, 1979;  NYVAD und FEJERSKOV,  1984, 1987; HANNIG und BÖSS-
MANN, 1989).
Abhängig von der Untersuchungsmethodik, der Lokalisation und der Pellikelbildungs-
zeit liegen sehr unterschiedliche Daten zur Pellikeldicke in einem Bereich von wenigen
Nanometern bis hin zu mehreren Mikrometern vor.
In günstigen Reinigungszonen wurden Pellikeldicken von 0,03 – 0,08 µm (LEACH und
SAXTON, 1966;  LENZ, 1967) und approximal bis zu 2,0 µm (FRANK und BRENDEL,
1966) gemessen. Nach zwei Stunden wurde auf den Bukkalflächen der Zähne eine Pelli-
keldicke von 100 nm gemessen, die nach 48 Stunden ca. 500 nm betrug (SØNJU et al.,
1974; LIE, 1975, 1977; BERTHOLD, 1979). LIE (1979) zeigte, dass die initiale Pellikel
dünn und inkomplett  wirkt. Während der ersten Stunde der Pellikelbildung steigt der
Anteil  der  sauren prolinreichen Proteine auf  40 %, gealterte Pellikel  weist  nur  noch
0,1 % dieser Proteine auf (BENNICK et al., 1983). Nach mehrtägiger Reifung erscheint
die Pellikel kompakt und elektronendicht (LENZ, 1967;  LIE, 1979), was auf die Ver-
änderungen in der Proteinzusammensetzung und -konformation innerhalb der Pellikel
schließen lässt (MAYHALL, 1970, 1975, 1977; HAY und MORENO, 1979; BENNICK et
al. 1983; EMBERY et al., 1986). Aufgrund der spezifischen Bindung der oralen Strepto-
kokken mit entsprechenden Speichelproteinen (GIBBONS et al.,  1985) resultieren aus
Änderungen in der Pellikelzusammensetzung während der Reifung Verschiebungen in
der  bakteriellen Besiedlung.  Zum Beispiel  haftet  S.  mutans an gereifteren Pellikeln,
wenn die hochmolekularen Proteine mit den spezifischen Rezeptoren vorhanden sind
(GIBBONS et al., 1986). Entgegen der Zunahmen von S. mutans mit Reifung der Plaque
nimmt die Adhärenz von S. sanguis ab (PRATT-TERPSTRA et al., 1987). Vermutlich
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geht dies mit der Abnahme niedermolekularer Proteine und der zeitlichen Verminderung
der PRP einher (BENNICK et al., 1983; LOOMIS et al., 1987).
Untersuchungen zum zeitlichen Verlauf der Pellikelbildung zeigten, dass eine erfassbare
Pellikelschicht eine Minute nach Exposition der Schmelzproben in der Mundhöhle vor-
lag (HANNIG, 1999). Nach  SKØRLAND et al. (1995) wurde die initiale Pellikeldicke
nach 2 bis 3 min erreicht. Auf diesem Niveau verharrte die Pellikel ca. 30 min, verdrei-
fachte  sich anschließend und blieb für  das  untersuchte Zeitintervall  von 10 Stunden
konstant.  Anhand von röntgenphotoelektronenspektroskopischen Studien (KUBOKI et
al., 1987) wurde ein Anstieg bis zur 30. Minute und ein Plateau der Adsorption nach 90
min ermittelt. Bei Beobachtungen über 30, 60, 90 und 120 min wurde eine Stagnation
der Menge an Aminosäuren nach 90 min analysiert (SØNJU und RØLLA, 1973). ÖSTE
et al. (1981) schlossen auf eine endgültige Dicke der Pellikel nach 1 bis 2 Stunden. Wei-
tere  Studien benennen für das  Eintreten eines  Gleichgewichtes  zwischen Adsorption
und Desorption eine Zeit von 2 Stunden. Der Nachweis von Bakterien auf in der Mund-
höhle getragenen Schmelzsplinten gelang erst nach 4 Stunden (LIE, 1975). 
2.3.4 Bisherige Untersuchungstechniken der Pellikel
Die geringen Mengen an Pellikel, die gewonnen werden können, limitierten die Unter-
suchungen der Pellikelproteine zunächst auf die Analyse der Aminosäuren. Solche Stu-
dien wurden zahlreich vorgenommen (ARMSTRONG,  1966, 1967;  LEACH,  1967;  LE-
ACH et  al.,  1967;  ARMSTRONG  und HAYWARD,  1968;  HOPPE,  1970;  MAYHALL,
1970, 1975, 1977; SØNJU und RØLLA, 1973; ÖSTE et al., 1981; EGGEN und RØLLA,
1982,  1983;  KUBOKI  et  al.,  1987;  AL-HASHIMI  und LEVINE,  1989;  RYKKE et  al.,
1989). Neben der Aminosäurenanalyse wendeten SKØRLAND et al. (1995) die Auger-
Elektronenspektroskopie an. Weitere Untersuchungen widmeten sich den strukturellen
und  morphologischen  Aspekten der  Pellikel  unter  Anwendung  elektronenmikrosko-
pischer (LEACH und SAXTON, 1966; LENZ, 1967) gekoppelt mit phasenkontrastmikro-
skopischen Verfahren (ARMSTRONG und HAYWARD, 1968). Weiterhin erfolgten Be-
obachtungen  mittels  Transmissionselektronenmikroskopie  (BUSSCHER et  al.,  1989;
HANNIG und  BÖSSMANN,  1989;  HANNIG,  1993)  und  Rasterelektronenmikroskopie
(EWERS et al., 1977; MEURMAN und FRANK, 1991). Mittels Röntgenphotoelektronen-
spektroskopie  untersuchte  KUBOKI et  al.  (1987)  am  Schmelz  adsorbierte  Spei-
chelbestandteile.  LEACH und  APPLETON (1981)  nahmen  Untersuchungen  zur
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Ultrastruktur  von  Pellikel-  und  Plaquekomponenten  mit  Hilfe  der  energiedispersen
Röntgenmikroanalyse vor.
Chemische  Analysen von  Makromolekülen  in  der  2-Stunden-Pellikel  wurden  mittels
Gel-Filtration  und  Ionenaustauschchromatographie  von  EGGEN und  RØLLA (1982)
durchgeführt. Anhand radioaktiver Markierung untersuchten  FISHER et al. (1987) die
Pellikelkomponenten. KOUSVELARI et al. (1980) gelang der immunochemische Nach-
weis der PRP im Speichel und in der Pellikel. Ebenfalls mit immunochemischen Metho-
den nahmen  RUAN et al. (1986) quantitative Bestimmungen von in vitro adsorbierten
Speichelprote-inen an Schmelz und Zement vor. Weitere analytische Bestimmungen er-
folgten chromatographisch (BERNARDI et al., 1972), teilweise auch mit Hydroxylapatit-
säulen (MORENO et al., 1984) und auch mittels Flüssigkeitsgaschromatographie (ÖSTE
et al., 1981). 
JENSEN et al.  (1992) analysierten die aus verschiedenen Speicheldrüsensekreten expe-
rimentell  erzeugten  Pellikelarten  mittels  Umkehrphasen-Flüssigkeitschromatographie
kombiniert mit Gelfiltration. LAMKIN et al. (1996) wendeten ebenfalls die Gelfiltration
zur Pellikelanalyse an. Anhand SDS-Page und Immunblotting untersuchten CARLÉN et
al. (1998) in vivo und in vitro gebildete Pellikel. Aktuellste Studien bedienten sich der
Massenspektrometrie (YAO et al., 2001).
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3 Zielstellung
Große Bedeutung für die Integrität der Zahnhartsubstanz und somit auch für den kari-
ösen  Prozess  kommt  der  Schmelzpellikel  zu,  einem  aus  Speichelproteinen  auf  der
Zahnoberfläche gebildeten Proteinfilm. Dieser Proteinfilm kann einerseits die destruk-
tive Säurewirkung auf den Zahnschmelz hemmen, verzögert aber andererseits auch den
reparativen Remineralisationsprozess.  Aus dem spezifischen Speichel  jedes Individu-
ums resultiert  möglicherweise eine Pellikel  mit  individualspezifischen Eigenschaften.
Neben zahlreichen Untersuchungen der Pellikel zur Aminosäurezusammensetzung, der
Struktur, Funktion und Morphologie, richten die chemischen Analysen ihr Augenmerk
meist auf bestimmte einzelne Pellikelkomponenten.
In der vorgelegten Arbeit sollte hauptsächlich der Frage nach dem Proteinspektrum der
In-vitro-Pellikel nachgegangen werden. Da der physikochemische Prozess der Adsorpti-
on durch die selektive Bindung von Proteinen eine uniforme Pellikel entstehen lässt,
könnte  hypothetisch  aus  Differenzen  in  der  Speichelproteinzusammensetzung  eine
einheitliche oder individuell variable Pellikelzusammensetzung resultieren.
Dazu sollte unter In-vitro-Bedingungen mit Hydroxylapatitpulver eine große „Pseudo-
Schmelzoberfläche“  geschaffen  werden,  an  der  es  gelingt,  quantitative  Studien  der
Proteinbindung vorzunehmen. An einer definierten Apatitmenge sollte die Pellikelbil-
dung  während  einer  Stunde  studiert  und  die  selektive  Wechselwirkung  einzelner
Bestandteile mit dem Apatit untersucht werden. 
Die Zusammensetzung des unstimulierten und stimulierten Speichels und die Kinetik
der Pellikelbildung sollte mit Hilfe der Hochdruckflüssigkeitschromatographie bestimmt
werden. Dabei standen folgende Fragen im Vordergrund:
1. Untersuchung der  individuellen  Variationen  der  Proteinzusammensetzung  des
Speichels
2. Schaffung eines In-vitro-Modells zur Pellikelbildung und Analyse der Pellikel-
zusammensetzung
3. Qualitative  und  quantitative  Korrelation  zwischen  Speichel-  und  Pellikelzu-
sammensetzung
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4 Material und Methode
4.1 Probandengut
Die Probanden waren 11 gesunde Personen im Alter  von 34   10 Jahren.  Darunter
befanden sich 8 Frauen und 3 Männer. Sie wiesen eine gute Mundhygiene mit einem
Approximalraum-Plaque-Index zwischen 25 % bzw. 39 % auf (API; Lange et al. ,1986).
Der Zustand des Parodonts nach dem Papillenblutungsindex (PBI; Saxer und Mühle-
mann,  1975)  war  in  den  meisten  Fällen  als  klinisch  gesund  einzustufen.  Bei  4
Probanden mit einem PBI bei 20 % lag eine schwache Entzündung vor. Die DMF-T-
bzw.  DMF-S-Indices nach KLEIN et  al.  (1938)  waren relativ hoch.  Alle  Probanden
waren saniert. Die mit Dentocult SM und Dentocult LB ermittelten Keimzahlklassen für
S. mutans bzw. Lactobazillen waren individuell unterschiedlich (Tab. 4).
Tab. 4: Probandendaten in Hinsicht auf Alter, Geschlecht, Zahngesundheit, Hy-
gienestatus und mikrobiologische Daten
Nr. Alter Geschlecht DMF-T DMF-S API PBI SM* LB*
1 24 w 6 12 24 0 2 3
2 37 w 10 21 21 11 3 0
3 37 w 11 29 38 7 1 1
4 37 w 11 27 23 12 0 0
5 24 w 3 5 21 11 0 2
6 24 m 9 29 32 8 1 2
7 44 w 17 52 38 19 3 1
8 24 w 14 26 21 0 2 2
9 28 m 12 32 14 7 1 1
10 33 w 17 69 5 8 0 0
11 34 m 13 36 11 4 3 1
*SM- und LB-Werte mit dem chairside Test Dentocult® bestimmt
4.2 Speichelgewinnung
Von jedem dieser 11 Probanden wurde unstimulierter und stimulierter Mischspeichel
sowie Parotisspeichel gewonnen.
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4.2.1 Gewinnung von unstimuliertem Mischspeichel
Jeder Proband sammelte den Speichel in einem auf Eis gelagerten Plastikgefäß mit einer
Volumenkapazität  von  8  ml  (Firma  Brand,  Wertheim/Main)  und  einem Trichter.  Der
Proband wurde aufgefordert, den gesamten Speichel ohne Stimulation im Mundraum zu
sammeln und etwa ein- bis zweimal pro Minute in das Röhrchen zu spucken. Diese Me-
thode  wird  spitting  method  genannt  (NAVAZESH und  CHRISTENSEN,  1982).  Nach
4 min wurde das Plastikgefäß 10 min bei 4000 U/min und 4 °C zentrifugiert (Biofuge
22 R, Heraeus Sepatech GmbH, Osteroda). Der Überstand wurde in ein neues Plastikge-
fäß überführt, anschließend in eine Einwegspritze aufgezogen und durch einen „Minis-
art RC 25“ mit einer Porengröße von 0,20 µm (Sartorius AG, Göttingen) filtriert. Das
Filtrat wurde in Volumina a 150 µl (mindestens 3 Proben) bis zur analytischen Auf-
arbeitung bei –20°C gelagert. Von jedem Probanden wurde zu vier Tageszeiten (8, 10,
12, 14 Uhr) Speichel gewonnen. Außer diesem Tagesprofil erfolgten je Proband 5 wei-
tere Speichelnahmen im zweiwöchigen Abstand,  um die Übereinstimmung der Spei-
chelproben zu untersuchen.
4.2.2 Gewinnung von stimuliertem Mischspeichel
Als Stimulus kauten die Probanden 2 min lang eine Paraffinkapsel und gaben etwa aller
30 s den Speichel in ein eisgekühltes Gefäß ab. Die Gewinnungszeiten und die Aufbe-
reitung dieses stimulierten Speichels bis zur Lagerung erfolgte analog der Prozedur des
unstimulierten Mischspeichels.
4.2.3 Gewinnung von Parotisspeichel
Um reinen Speichel der Glandula parotidis zu erhalten, bevor eine Vermischung mit den
Sekreten  der  anderen  Speicheldrüsen  in  der  Mundhöhle  stattfindet,  wurde  der  Par-
otisspeichel an der Papilla parotidea in Höhe des zweiten oberen Molaren aufgefangen.
Dazu dienten Lashley-Kappen, die dankenswerterweise von Dr. N. Takai (Osaka, Dental
University,  Japan)  zur  Verfügung gestellt  wurden. Die  aus  Polyethylen  bestehenden
Kappen weisen einen inneren und einen äußeren Ring auf.  Zu jedem Kompartiment
führt ein dünner Plastikschlauch. Durch Anlegen eines leichten Unterdrucks mit einer
Einwegspritze wurde die Kappe direkt über der Papille fixiert. Als Stimulus lutschte der
Proband ein Zitronensäurebonbon mit 1,0 %iger Zitronensäure (Sula GmbH & Co. KG,
Metelen). Auf diesen Reiz hin konnte der Parotisspeichel über den inneren Hohlraum
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der Lashley-Kappe und den daran angeschlossenen Schlauch in das bereits beschriebene
gekühlte Röhrchen fließen. Die Sammelzeit betrug 2 min. Im Unterschied zur Aufbe-
reitung des Mischspeichels entfiel die Zentrifugation und Filtation. 3 Proben mit je 150
µl wurden bei –20°C aufbewahrt.
Durch Differenzwägung der Plastikgefäße vor und nach der Speichelnahme konnten die
Fließraten bei jeder Speichelnahme bestimmt werden (Tab. 5).
Tab. 5: Mittlere Fließraten der 11 Probanden für den unstimulierten und stimulierten
















1 0,90 3,10 1,09
2 0,66 2,35 0,82
3 0,36 0,83 0,41
4 0,38 2,36 0,31
5 0,87 2,45 1,16
6 0,68 1,63 -
7 0,58 1,81 0,78
8 0,83 3,30 0,54
9 0,66 2,01 0,64
10 0,73 2,44 0,82
11 0,77 2,03 0,33
x 0,67 2,21 0,69
4.3 Proteinbestimmung mit Bicinchoninsäure-Assay
Zur quantitativen Bestimmung des Proteingehaltes des Speichels wurde der von SMITH
et  al.  (1985)  veröffentlichte  Bicinchoninsäure-Assay  (BCA-Assay)  angewendet.  Es
handelt sich um eine kolorimetrische Methode, bei der die Biuret-Reaktion mit der Re-
duktion von Cu2+ zu Cu+ abläuft und durch einen Farbkomplex verstärkt wird (Abb. 1).
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Aufgrund dieser Farbreaktion war die quantitative Bestimmung von Proteinen am Spek-
tralphotometer  möglich.  Der  Farbkomplex  hat  ein  Adsorptionsmaximum  bei  einer
Wellenlänge von 562 nm; die Farbintensität gehorcht dem Lambert-Beerschen-Gesetz
und steht in direkter quantitativer Korrelation zur vorgelegten Proteinmenge.
Abb. 1: Der  Bicinchoninsäure-Assay  mit  der  selektiven  Bicinchoninsäure-Komple-
xierung von Cu2+.
Als  Standard  für  den  Bicinchoninic  Acid  Protein  Assay Kit  (SIGMA,  Steinheim)
diente Rinder-Serum-Albumin (BSA) mit einer Konzentration von 1 mg/ml. Mit ver-
schiedenen Verdünnungen von BSA mit 0,85%igem NaCl wurde mit dem Spektralpho-
tometer (Spectronic® Genesys 5) eine Eichkurve (Abb. 2) mit folgenden Lösungen er-
stellt:
100 µl Proteinlösung (Verdünnungen  des  Protein-Standards  BSA  mit
0,85% NaCl von 0,2 – 1,0 mg/ml)
+
2000 µl BCA-Proteinbestimmungslösung
(1 Teil Cu(II)SO4 , 50 Teile BCA-Lösung).
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Extinktion
Zur Proteinbestimmung wurden 50 µl Speichel mit 50 µl NaCl verdünnt und mit 2 ml
Proteinbestimmungslösung gemischt.  Diese bestand aus 1 Teil  4 %igem  Cu(II)SO4
und 50 Teilen Bicinchoninsäurelösung. Das Gemisch wurde bei 37°C für 30 min in-
kubiert und 20 min auf Zimmertemperatur (21°C) abgekühlt. Bei einer Wellenlänge von
562 nm erfolgte im Spektralphotometer eine Doppelbestimmung des Proteingehaltes bei
1 cm  Schichtdicke.  Die  Extinktion  der  Proteinbestimmungslösung  (2 ml  BCA-Lö-
sung + 100 ml Nacl) stellte den Leerwert dar. Von der gemittelten Extinktion wurde je-
weils der Leerwert  subtrahiert.  Die gemessene Extinktion wurde nach dem Lambert-






m (Anstieg der Eichkurve) = 1,029727273











Unter Berücksichtigung der 1:2 Verdünnung wurde die Proteinkonzentration berechnet.
4.4 Hochdruck-Flüssigkeitschromatographie 
4.4.1 Prinzip
Bei der HPLC (engl.: High Performance Liquid Chromatography) handelt es sich um
eine Methode zur Analyse löslicher fester und flüssiger Substanzgemische. Mit ihrer
Hilfe können sehr komplexe Gemische qualitativ und quantitativ getrennt werden. Die
Trennung der Komponenten ist aufgrund unterschiedlicher Eigenschaften, wie Molekül-
größe oder Polarität möglich. Im benutzten System wird die HPLC mit chemisch ge-
bundener apolarer Umkehrphase verwendet (RPLC: Reversed Phase Liquid Chromato-
graphy),  die  von einem polaren  Lösungsmittel  durchströmt  wird.  Dabei  erfolgt  eine
Rückhaltung solvatisierter Stoffe wie beispielsweise Aminosäuren, Peptide und Proteine
an der apolaren stationären Phase (ACED und MÖCKEL, 1991).
Die chromatographische Trennung der Speichelproteine erfolgte mit der LC 1100 (Hew-
lett Packard, Waldbronn).Die mobile Phase (das Eluens) durchströmt angetrieben von
einer Hochdruckförderpumpe mit konstanter Flussrate von 0,6 ml/min die mit Füllmate-
rial gepackte Trennsäule (Abb. 3). Als Füllmaterial wurde ein oktyl-alkyliertes Silikagel
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verwendet (C8-Zorbax, Porendurchmesser 300 Å, Hewlett Packard). Die Säule wurde
auf 35°C temperiert. Das Elutionsmittel war ein Wasser/Acetonitril-Gemisch unter Zu-
satz von 0,05% Trifluoressigsäure (TFA) als Ionenpaar-Reagenz. Über einen gekühlten
Probengeber (4°C) werden jeweils 50 µl des Speichels automatisch in die Anlage inji-
ziert. Zu einem Zeitpunkt t = 0 wird die Speichelprobe unmittelbar am Säulenanfang in
die mobile Phase gegeben und von dieser durch die Säule transportiert. Die mobile Pha-
se,  d.h.  das  Wasser/Acetonitril-Gemisch  war  im  zeitlichen  Verlauf  der  chromato-
graphischen Trennung wie folgt zusammengesetzt: Der Gemisch-Gradient startete mit
5% Acetonitril (ACN) unter seiner linearen Zunahme auf 40% bis zur 15. Minute und
nochmaligem Anstieg auf 95% bis zur 20. Minute. Die Zusammensetzung wurde bis zur
30. Minute beibehalten. Das Elutionsmittel wurde somit in zunehmendem Maße apola-
rer. Durch die zuvor vorgenommene Optimierung des Gradienten konnten die prolinrei-
chen Proteine weitestgehend von den anderen Proteinen getrennt  werden (KEHRER,
1999).
  
Elutionsmittel:      Fluss 0,6 ml/min Injektion der Probe:
50 l
Wasser/
   ACN+0,05%TFA
 
   Säule Zorbax300 SB-C8      Dioden-Array- Detektor Chromatogramm
   Säulentemperatur 35°C  = 215 nm
Abb. 3: Schematische Darstellung der HPLC-Methode
Während der Trennung wechseln die verschiedenen Speichelproteinmoleküle viele Male
von der mobilen in die stationäre Phase, wobei die Verweildauer an der stationären Pha-
se für die Speichelproteine aufgrund ihrer unterschiedlichen Hydrophobizität verschie-
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den groß ist. Hierdurch verlassen die einzelnen Komponenten zeitlich voneinander ge-
trennt nacheinander die Säule. Aufgrund der abnehmenden Polarität des Elutionsmittels
werden letztendlich alle Komponenten von der Säule eluiert.  Die getrennten Proteine
werden nach Verlassen der Säule von einem UV-Detektor bei einer Wellenlänge von
215  nm  erfasst.  Bei  diese  Wellenlänge  werden  die  Peptidbindungen  im  Protein  zu
Schwingungen angeregt, wodurch UV-Strahlung absorbiert wird. Die UV-Absorption
bildet das Messsignal, durch das das Chromatogramm sichtbar gemacht wird. Den un-
terschiedlichen  Retentionszeiten  der  Speichelproteine  entsprechend  setzt  sich  das
Chromatogramm aus einzelnen Peaks und Peakgruppen zusammen.
4.4.2 Probenaufbereitung für die HPLC-Anlage
Zur  Injektion  von  50 µl  Speichel  wurden  Portionen  a  100 µl  in  Glaseinsätze  der
Probengefäße pipettiert und für die Analyse in den Probengeber bei 4°C gestellt. Um
lange Standzeiten wegen der Thermolabilität der Proteine zu vermeiden, wurden jeweils
nur 6 Proben gleichzeitig im Autosampler bereitgestellt.
Zur Analyse bot sich folgendes Zeitregime für die kontinuierliche Analyse der Speichel-
proben an:
1. – 6. Probe 0 min 6 x 40 min
7. – 13. Probe 240. Min 6 x 40 min
14. – 20. Probe 480. Min 6 x 40 min usw. 
Die sechste Probe lagerte maximal 3,5 Stunden bis zur Injektion im Probengeber bei 4°
C. Die Thermolabilität der Speichelproteine wurde bei 4°C sowie 37°C bis zu 8 Stunden
kontrolliert.
4.4.3 Analyse der Chromatogramme
4.4.3.1 Qualitative Identifikation der Speichelproteine
Die Identifizierung der Speichelproteine erfolgte aufgrund ihrer präzisen, reproduzierba-
ren Retentionszeiten sowie durch Ko-Elution von gereinigten Referenzproteinen. Die re-
lativen Standardabweichungen der Retentionszeiten lagen unter 0,01% nach KEHRER et
al. (1999). In der Abbildung 4 ist ein Chromatogramm mit folgenden Proteinen darge-
stellt: Histatin-5, PRP-1, PRP-3, Statherin und -Amylase.
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Abb. 4: Chromatogramm verfügbarer gereinigter Speichelreferenzproteine*
*Die gereinigten Proteine  PRP-1,  PRP-3 und Statherin wurden uns dankenswerterweise von Prof.  N.
Strömberg (Umea University, Dept. Cariology, Schweden) und das gereinigte Histatin-5 von Prof. F.G.
Oppenheim (Boston University, Goldman School of Dental Medicine, Periodontology and Oral Biology,
Massachusetts) zur Verfügung gestellt.
Da die chromatographische Trennung der Proteine nur unvollständig erfolgte, wurden
die chromatographischen Profile nach KEHRER (1999) in 9 Proteingruppen, die von A
bis  I bezeichnet  wurden,  unterteilt  (Abb. 5).  Entsprechend der  Referenzproteine und
weiterhin massenspektrometrisch gewonnener Ergebnisse wurden die Gruppen wie folgt
bezeichnet:
A: Histatine und basische prolinreiche Proteine,
B: 7,3 kD; 7,6 kD; 9,3 kD; 9,6 kD, 
C:  unbekannt, 
D: saure PRP,
E: Statherin, 
F: 5,8 kD, 
G: Cystatin (14,3 kD), 









Abb. 5: Standardisiertes  Proteinprofil  von  Mischspeichel,  erhalten  mit  der
HPLC unter Verwendung eines Wasser/Acetonitril-Gradienten
Mehrmalige  Wiederholungen  (n = 5)  der  Analyse  eines  Referenzspeichels  ergaben
folgende Reproduzierbarkeiten für die einzelnen Peakgruppen (Tab. 6):
Tab. 6: Variationskoeffizienten (VK) der Peakflächen eines Referenzspeichels
(n = 5)
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Die relativen Standardabweichungen der Peakflächen lagen im allgemein akzeptierten
Grenzbereich von 5 - 8 % (MEYER, 1990).
4.4.3.2 Quantitative Speichelanalyse
Zur  quantitativen  Auswertung  wurden  die  Flächen  der  einzelnen  Peaks  bzw.  Peak-
gruppen integriert. Um die Flächeneinheiten in eine Proteinmenge umzurechnen, wurde
ein  BSA-Standard  (Firma  Sigma)  mit  bekannter  Proteinkonzentration  von  1 mg/ml
verwendet. Von diesem BSA-Standard wurden 0,5 ml mit 0,5 ml NaCl verdünnt und
50 µl  in  die  HPLC-Anlage  injiziert.  Die  Fläche  des  BSA-Peaks  im  resultierenden
Chromatogramm wurde mit dem entsprechenden Computerprogramm integriert und als
Bezugsbasis für die Speichelproteine verwendet.
4.5 Massenspektrometrie
Die weitere Auftrennung des Spektrums der Speichelproteine, insbesondere innerhalb
der Hauptfraktion der PRP, erfolgte durch Kopplung eines Massenspektrometers (Hew-
lett Packard) an die HPLC. Nach der chromatographischen Trennung schließt sich die
weitere  Identifikation  von  Komponenten  auf  der  Basis  der  Molekularmassenbestim-
mung an. Diese Kopplung wird als HPLC-MS bezeichnet (SHEEHAN, 2000). Bei dem
angewandten Verfahren handelt es sich um Elektrospray mit Ionisierung (API-ES). Das
Massenspektrometer erzeugt aus einer Substanzprobe einen Strahl gasförmiger Ionen
mit deren anschließender Trennung nach Ladung und Masse. Es liefert Massenspektren,
die Rückschlüsse auf die Zusammensetzung von Gemischen und bei Einzelsubstanzen
auf deren Struktur ermöglichen (BUDZIKIEWICZ, 1998).
Der schematische Aufbau in der Abbildung 6 zeigt, dass die Proben nach chromato-
graphischer  Trennung in  der  HPLC über  eine nadelartige  Zerstäuberkapillare  in  das
Massenspektrometer eingesprüht werden.
In dem sogenannten Elektrospray werden sehr  kleine Tröpfchen gebildet,  die  in  ein
starkes elektrisches Feld geleitet werden. Das Aerosolgemisch aus Lösungsmittel und
gelöster Probe wird eingedampft, so dass die Moleküle der versprühten Probe in der
gasförmigen  Phase  verbleiben.  Die  Trocknung  erfolgt  unter  Atmosphärendruck  mit
Stickstoff bei 350°C. Nach Entfernung der Lösungsmittelmatrix kommt es aufgrund der
elektrostatischen Abstoßung zur Coulomb-Explosion und Freisetzung von Ionen.
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Abb. 6: Schematische Darstellung des Massenspektrometers
Der Ionisation der Moleküle folgt das Einleiten in den Analysator (das Quadropol-Feld),
wo die  Ablenkung der  gebildeten Ionen aus  ihrer  Flugbahn durch  das  Anlegen von
starken elektrischen Feldern bewirkt wird. Das Quadropol-Feld dient als Massenfilter
und besteht aus vier im Quadrat angeordneten Metallstäben, zwischen denen sich durch
Anlegen einer Wechselspannung abwechselnd positive und negative Felder aufbauen.
Die Ablenkung der Ionen von der Mittelachse hängt von der Spannung, der Frequenz
und der Masse der Ionen ab.  So erfolgt die Trennung der Ionen anhand ihrer unter-
schiedlichen  Masse-Ladungsverhältnisse.  Im  Analysator  liegt  ein  Hochvakuum  von
1* 10-5 Torr vor.  Der Detektor erfasst  die massenspektrometrischen Signale (Abb. 7)
von mehrfach geladenen Ionen. 
Die  Masse-Ladungsverhältnisse  (m/z)  der  Massenspektren  ermöglichen  unter
Benutzung  eines  Deconvolutionsprogrammes  die  Berechnung von Molekularmassen.
Das Deconvolutionsprogramm berechnete in diesem Beispiel aus den Masse-Ladungs-
verhältnissen die Molekularmasse von 15515 kD.
Der  Vergleich  der  erhaltenen  Molekularmassen  mit  solchen  aus  Proteindatenbanken
(BARKER et al., 2000) gibt Hinweise auf die mögliche Identität des Proteins. So handelt
es sich im Peak 1 in der Abbildung 7 um Vertreter der sauren prolinreichen Proteine:
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Abb. 7: Massenspektrometrisches Signal (Totalionenstrom) einer Speichelprobe;  Aus-
schnitt der PRP
In vorangegangenen qualitativen Untersuchungen der Speichelproteine mit der HPLC
wurde gereinigtes PRP-1 als Speichelreferenzprotein benutzt (Abb. 4). In den Chroma-
togrammen der Speichelproben wurde PRP-1 anhand der reproduzierbaren identischen
Retentionszeiten identifiziert.  So ist  die  Wahrscheinlichkeit,  dass es sich hierbei  um
dieses Protein handelt sehr groß, denn es besteht Übereinstimmung in zwei Identifika-
tionsmitteln, zum einen in der Retentionszeit und zum anderen in der Molekularmasse.
Die weitere Anwendung der massenspektrometrischen Kopplung an die HPLC diente
der Aufsplittung der Gruppe der PRP in ihre polymorphen Formen.
4.6 Varianzanalyse (Reliabilitätsuntersuchung)
Für die Beurteilung der intra- und interindividuellen biologischen Variation der Protein-
mengen von unstimuliertem und stimuliertem Mischspeichel über einen Zeitraum von
12 Wochen wurden 5 Wiederholungsuntersuchungen und die Reliabilitätsanalyse nach
FLEISS (1986) verwendet.
Mit  dieser  Analyse,  die  zur  Untersuchung der  Übereinstimmung mehrerer  Messzeit-
punkte geeignet ist, wurde die intraindividuelle Varianz im Vergleich zur interindividu-
ellen Variation untersucht. Als Daten gingen die Proteinmengen je Proteinfraktion der 5
Wiederholungsmessungen von allen Probanden von unstimuliertem und stimuliertem
Mischspeichel ein. Die Berechnung des Reliabilitätskoeffizienten R berücksichtigte die
Varianz  zwischen den Probanden (engl.:  between-subjects  variability, BMS) und in-
nerhalb des Probanden (engl.: within-subject variability, WMS).
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Peak 1
R besitzt folgende Eigenschaften: Der Reliabilitätskoeffizient nimmt Werte von 0 bis 1
an. Ergeben sich für R große Werte, so ist der Unterschied zwischen den Probanden
groß im Verhältnis zu einem kleineren Unterschied innerhalb des Probanden.
Verallgemeinert dargestellt, war die Versuchsanordnung folgendermaßen:
Es wurde von mehreren Probanden (n=11) zu 5 Zeitpunkten (k=5) anhand der Protein-
mengen von unstimuliertem und stimuliertem Mischspeichel die individuelle Varianz
(sn2 ) und die Gesamtvarianz (s2 ) bestimmt.






























n  Anzahl der Subjekte (n=11)
xij i   Subjekt (i = 1, 2, .........11)
j   Messzeitpunkt (j= 1, 2,      5)
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4.7 Methode der In-vitro-Pellikelbildung
4.7.1 Speichelgewinnung für die Pellikelbildung
Von 10 Probanden wurde stimulierter Mischspeichel (14 Uhr) 10 min lang gesammelt,
zentrifugiert und filtriert. Die Lagerung erfolgte bei –20°C in 1,5 ml Reaktionsgefäßen
(Eppendorf).
4.7.2 Prinzip der In-vitro-Pellikelbildung
Für die Untersuchungen der In-vitro-Pellikelbildung diente synthetisches Hydroxylapatit
(Fluka, Fast Flow Grade) mit einer spezifischen Oberfläche von 60-80 m2/g als Modell
für den Zahnschmelz. Der stimulierte Mischspeichel wurde mit synthetischem Hydro-
xylapatit  in  einem  Thermomixer  (Eppendorf)  bei  37°C  unter  ständigem  Mischen
suspendiert. Auf diese Weise sollte die Bildung der Pellikel in der Mundhöhle in vitro
simuliert werden. Nach einer vorgegebenen Zeit wurde die Suspension zentrifugiert, der
an Proteinen verarmte Speichelüberstand (150 µl) für die Analyse entnommen. Die ex-
perimentell erzeugte Pellikel wurde durch Auflösung des Hydroxylapatits gewonnen.
4.7.3 Pellikelbildung mit  einmaliger Speichelzugabe
In 1,5 ml Reaktionsgefäßen wurden jeweils ca. 10 mg Hydroxylapatit eingewogen und
mit 1 ml Speichel versetzt. Zusätzlich wurde ein Kontrollspeichel ohne Hydroxyalapatit
mitgeführt. Nach einer Inkubationszeit von 60 min wurde der Überstand durch Zentrifu-
gieren (4000 U/min, 2 min) vom Hydroxylapatit getrennt. Das proteinbeladene Hydro-
xylapatit wurde mit je 1 ml Aqua dest (Merck) dreimal für jeweils 2 min im Thermomi-
xer  gewaschen  und  anschließend  abzentrifugiert.  Diese  drei  wässrigen  Überstände
wurden als H2O-Probe 1, 2 und 3 analysiert. Das Ablösen der Pellikel erfolgte mit 1 ml
2%iger TFA. Diese Pellikel wurde als „P60“ bezeichnet (Abb. 8).
4.7.4 Pellikelbildung mit mehrmaliger Speichelzugabe
10 mg  Hydroxylapatit  wurden  viertelstündlich  mit  1 ml  Speichel  versetzt  und  im
Thermomixer  bei  37 °C  suspendiert.  Dazu  existierte  wiederum  ein  paralleler  Kon-
trollspeichel. Der Viertelstundenrhythmus sollte den Speichelfluss simulieren. Der Ad-
sorptionsprozedur schloss sich der dreimalige Waschprozess mit je 1 ml Aqua dest an.
Die Auflösung erfolgte ebenfalls  mit  ca. 1 ml 2%iger TFA. Alle Proben wurden bis
zur Analyse bei –20 °C aufbewahrt und als Pellikel „P-4x15“ bezeichnet. Die Analyse
aller Proben erfolgte mit der HPLC (Abb. 8).
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Abb. 8: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs der Pellikelbildung in vitro
4.7.5 Ablösung der Pellikel vom Hydroxylapatit
Um die experimentelle Pellikel von der Oberfläche abzulösen, wurde Trifluoressigsäure
(TFA) getestet. Dabei erfolgte die Variation der Konzentrationen von TFA (Tab. 7).
Tab. 7: Variation der Säurekonzentrationen und der Hydroxylapatitmengen zur Auflö-
sung des Apatits (+ ja; - nein)




0,05 % 10 -
1 % 10 -
2 % 10 +
5 % 10 +
Allein die Auflösung mit 2%iger bzw. 5%iger TFA verlief vollständig, wenn 1 ml zu
10 mg  Hydroxylapatit  zugegeben  wurden.  Die  niedrigeren  Konzentrationen  führten












60 min1 ml Speichel
Überstand 1-4
4x1 ml Speichel
1 ml TFA 2%
Waschen 
3 x 1 ml H2O 
1 ml TFA 2%
Waschen 
3 x 1 ml H2O 
4.9 Statistische Auswertung
Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit dem Statistikprogramm SPSS
(Version 9.0) für Windows. Für alle Messwerte wurden Mittelwerte, Medianwert und
Standardabweichung ermittelt. Zur Untersuchung der Unterschiede zwischen den Spei-
chelarten in Bezug auf Proteinmengen und Fließraten wurde der Mann-Whitney-U-Test
angewandt.  Beim  Vergleich  mehrerer  unabhängiger  Variablen  wurde  der  Kruskal-
Wallis-Test herangezogen. Zur Prüfung linearer Zusammenhänge wurde die bivariate
Korrelation nach Pearson und Spearman verwendet. Die Untersuchung der intra- und in-
terindividuellen Varianz erfolgte anhand der Reliabilitätsanalyse nach FLEISS (Kapitel
4.6). Das Signifikanzniveau wurde für alle Tests auf p < 0,05 festgelegt.
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5. Ergebnisse
5.1 Quantitative Gesamtproteinbestimmung 
5.1.1 Tageszeitliche  Proteinprofile  des  unstimulierten  und  stimulierten  Misch-
speichels sowie des Parotisspeichels mit dem BCA-Assay
Der mit dem Bicinchoninsäure-Assay ermittelte durchschnittliche Gesamtproteingehalt
von 11 Probanden zeigte einen Anstieg im unstimulierten Mischspeichel von 0,64 auf
0,94 mg/ml im Tagesverlauf. Der Proteingehalt gegen 12:00 und 14:00 Uhr höher aus
als gegen 8:00 Uhr (p  0,02) (Tab. 8).
Tab. 8: Proteinmengen und Fließraten der drei Speichelarten im Tagesverlauf
Mischspeichel 
unstimuliert (n = 11) stimuliert (n = 10)
Parotisspeichel 













x ± SD x ± SD x ± SD ¯x ± SD x ± SD x ± SD
8 Uhr 0,64 ± 0,23 0,70 ± 0,27 1,04 ± 0,44 2,20 ± 0,69
10 Uhr 0,79 ± 0,27 0,82 ± 0,34 0,99 ± 0,32 2,36 ± 0,78
12 Uhr 0,89 ± 0,29 0,76 ± 0,34 1,06 ± 0,32 2,26 ± 0,64
14 Uhr 0,94 ± 0,38 0,72 ± 0,26 1,05 ± 0,47 2,18 ± 0,69 1,34 ± 0,58 0,69 ± 0,30
x 0,81 ± 0,31 0,75 ± 0,29 1,04 ± 0,38 2,25 ± 0,68
Die Fließraten des unstimulierten und stimulierten Mischspeichels weisen keine tages-
zeitlichen Unterschiede auf (p = 0,905).  Die  durchschnittliche Fließrate  des  unstimu-
lierten Mischspeichels betrug 0,75 ± 0,29 ml/min bzw. 2,25 ml/min bei stimuliertem
Speichel.  
Es bestand keine Korrelation zwischen dem Proteingehalt  und der Fließrate des Ru-
hespeichels (r = -0,108 nach Pearson). Der stimulierte Mischspeichel wies eine negative
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Korrelation (r = -0.6 nach Pearson) zwischen Proteingehalt und Fließrate auf. Es bestand
keine Abhängigkeit der Fließrate und des Proteingehalts von der Tageszeit.
Der stimulierte Mischspeichel (n = 10) hatte keine tageszeitlichen Schwankungen in der
untersuchten Spanne von 8 bis 14 Uhr (p = 0,714), aber einen höheren Proteingehalt von
1,04 mg/ml als der unstimulierte Mischspeichel mit 0,81 mg/ml.
Tagesprofile des Parotisspeichels wurden nicht bestimmt. Der durchschnittliche Prote-
ingehalt betrug 1,34 mg/ml, die durchschnittliche Fließrate des Parotisspeichels lag bei
0,69 ml/min und variierte zwischen 0,31 - 1,16 ml/min.
5.1.2 Bestimmung des Gesamtproteingehaltes mit der HPLC-Methode
Der Vergleich der Proteinkonzentration,  die auf Basis der HPLC-Analyse mit  einem
BSA-Standard berechnet wurde,  ergab für alle Speichelarten höhere Proteinwerte als
mittels der BCA-Methode (Tab. 9). Mit beiden Bestimmungsmethoden bestand ein si-
gnifikanter Unterschied im Proteingehalt von unstimuliertem und stimuliertem Misch-
speichel, während der höhere Gehalt des Parotisspeichels gegenüber dem stimulierten
Mischspeichel nicht signifikant war. 
Tab. 9: Proteingehalt  der  drei  Speichelarten  mittels  zweier  Bestimmungsmethoden
(BCA; HPLC) in mg/ml
Speichel
unstimuliert stimuliert Parotis
BCA 0,8 1,04 1,34
HPLC 1,83 2,67 3,65
5.2 Stabilitätsuntersuchungen
Um das methodische Vorgehen bei der Inkubation des HA-Pulvers mit Speichel (37°C)
und  die  Vorlage  der  Proben  in  der  HPLC-Apparatur  (4°C)  hinsichtlich  der
Thermostabilität  der  Proteine  zu  überprüfen,  wurde  die  Stabilität  bei  37°C  über  1
Stunde und bei 4°C über 4 Stunden anhand des HPLC-Spektrums eines Speichels über-
prüft. Weitgehend stabil war das thermolabile PRP-1 nach 2 Stunden bei 4°C (Tab. 10).
Vierstündige Aufbewahrung im Probengeber führte zu einem Verlust von ca. 3% PRP-
1. Bei separater Betrachtung eines Referenzspeichels während der Pellikelbildung muss-
te nach 60-minütiger Inkubation im Thermomixer bei 37°C ein gewisser Verlust für die
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Proteinfraktionen  E  und  F  hingenommen  werden  (E  fiel  von  23,5  auf
16,6 µg Protein/ml; F von 67,5 auf 57,2 µg Protein/ml). Auffällig stabil war -Amylase.
Tab. 10: Stabilität  der Speichelproteine A bis I unter Temperatureinfluss von 4°C und




















A 90 101 101 100 100 98 95 83 65
B 52 102 100 96 94 100 93 80 63
C 39 103 110 105 108 118 113 105 92
D 98 100 100 97 94 97 91 76 56
E 52 37 62 54 96 89 59 83 87
F 47 98 96 94 85 92 76 59 39
G 91 96 96 95 95 100 98 96 95
H 61 102 107 107 108 113 114 114 116
I 105 100 100 100 100 100 100 100 100
*Die Werte für die Bedingungen im Probengeber der HPLC-Apparatur bei 4°C über 4 h und im
 Thermomixer bei 37°C über 1 h sind hervorgehoben. 
5.3 Proteinspektrum des Speichels
5.3.1 Proteinspektrum des stimulierten Mischspeichels eines Individuums
Von 11 Probanden wurden jeweils 5 Speichelanalysen des unstimulierten und stimu-
lierten Mischspeichels untersucht, um die intra- und interindividuelle Variation zu be-
werten. (x  SD; VK). Die Zusammenfassung aller Werte für den stimulierten Misch-
speichel zeigt die Tabelle 11.
In der Analyse ergaben sich keine qualitativen, jedoch individuelle quantitative Unter-
schiede (Tab. 11). Die Probanden 1 bzw. 7 wiesen den maximalen bzw. minimalen Ge-
samtprotein- und PRP-gehalt auf und spiegelten die individuelle Variation wider. Wäh-
rend Proband 7 mit  Werten von 1,5 bis 2,3 mg/ml Gesamtprotein relativ stabil  war,
wiesen andere Probanden (8 und 6) relativ große intraindividuelle Schwankungen auf.
Ungeachtet dessen war der relative Anteil der einzelnen Fraktionen stabil (Abb. 9).
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10 1456,88 ± 441,0730
285,54 ± 72,54
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Tab. 11: Mittelwerte der Proteinmengen in µg/ml des stimulierten Mischspeichels je Proband (n = 5)

Die Resultate der einzelnen Messungen für den unstimulierten Mischspeichel befinden
sich im Anhang (Tab. 20). 
a) b)
Abb. 9: Absolut- (a) und Prozentwerte (b) der Proteinmengen für 5 Wiederholungen des
stimulierten Mischspeichels von Proband 7 vom 08.03.2000 bis 18.05.2000
5.3.2 Proteinspektrum der Stichprobe
Der Proteingehalt des stimulierten Mischspeichels als Mittelwert der 55 Einzel-HPLC-
Analysen  betrug  durchschnittlich  2674 µg/ml.  Den  größten  Anteil  daran  hatten  die
Histatine (Gruppe A) gefolgt von der -Amylase (I) und den PRP (D) (Tab. 12). 
Der  durchschnittliche  Gesamtproteingehalt  des  unstimulierten  Mischspeichels  betrug
1830 µg/ml und der von Parotisspeichel  3653 µg/ml.  Unstimulierter  und stimulierter
Mischspeichel unterschieden sich bezüglich der Absolutwerte der Proteinmengen signi-
fikant in den Gruppen A und D (p=0,003). Im Parotisspeichel fehlte Cystatin mit 14,2
kD (Fraktion H). Die stimulierten Speichelarten unterscheiden sich außer in H auch in
Gruppe G (p<0,001). Weiterhin gibt es Unterschiede zwischen unstimuliertem Misch-
speichel und Parotisspeichel bezüglich der Gruppen A, B, C, D und G (p  0,02). Die
Einzelwerte der Messungen je Proband befinden sich im Anhang (Tab. 22). 
Der Vergleich der prozentualen Proteinanteile der einzelnen Fraktionen des unstimu-
lierten  und  des  stimulierten  Mischspeichels  zeigte  einen  Unterschied  innerhalb  der
Gruppen A und F (p = 0,045) sowie G und H (p  0,002). 
Bei  den PRP stieg die absolute Proteinmenge durch Stimulation an, die prozentualen


































speichel unterschieden sich jedoch nicht. Die prozentualen Anteile von unstimuliertem
und stimuliertem Mischspeichel für die Gruppen B, C, E und I wiesen ebenfalls keine
Unterschiede auf.
Tab. 12: Proteinzusammensetzung des  unstimulierten  und stimulierten  Mischspeichels













A Histatine, basische PRP 1190  313 26 702  241 34 1785 54
B 7.3; 7.6; 9.3; 9.6 kD 165  69 42 123  49 40 289 60
C Unbekannt 114  107 94 66  49 73 276 86
D Saure PRP 456  139 30 297  87 30 667 50
E Statherin 36  18 49 25  11 47 54 76
F 5.8 kD 88  30 34 80  32 40 68 70
G Cystatin 14.3 kD 58  25 43 67  29 43 23 73
H Cystatin 14.2 kD 91  46 51 116  29 43 0 0
I -Amylase 476  191 40 354  187 53 490 52
 2674  536 20  1830  542 30  3653 50
5.3.3 Ergebnisse der Untersuchung der intra- und interindividuellen Varianz
Die Ermittlung der Varianz nach FLEISS (1986) zwischen den Probanden und innerhalb
der 5 Wiederholungen je Proband ergab eine deutlich kleinere  intra-individuelle Vari-
anz  (WMS;  within  measured  subjects) im  Vergleich  zur  interindividuellen  Varianz
(BMS; between measured subjects) bei stimuliertem Mischspeichel (Tab. 13). Die Werte
lagen für die Reliabilitätskoeffizienten R zwischen R = 0,205 und R = 0,836. Je größere
Werte der Reliabilitätskoeffizient einnimmt (FLEISS,  1986), umso geringer ist die Va-
riabilität eines Probanden über die 5 Wiederholungen im Vergleich zur Variabilität zwi-
schen den Probanden. Dies bezieht sich auf den Gesamtproteingehalt und die einzelnen
Fraktionen.
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Gesamtprotein 1,5214 0,3831 0,373
A 0,5355 0,0935 0,486
B 0,026 0,0022 0,684
C 0,0609 0,0023 0,836
D 0,0989 0,0139 0,550
E 0,001 0,0002 0,444
F 0,0049 0,0005 0,638
G 0,0016 0,0002 0,583
H 0,0113 0,0009 0,698
I 0,1505 0,0658 0,205
5.4 Ergebnisse der In-vitro-Pellikelbildung
5.4.1 Proteinzusammensetzung der In-vitro-Pellikel
Nach 60 min waren an 10 mg Hydroxylapatit bei einmaliger Speichelexposition 335 µg,
bei viermaliger 446 µg adsorbiert (Tab. 14). 
Tab. 14: Proteingehalt von Speichel, Pellikel P-60 und Pellikel P-4x15 in µg Protein/ml
bzw. µg Protein/10 mg Hydroxylapatit
Proteinfraktion Speichel R0 P-60 P-4x15
µg Protein/ml
             n = 10
µg Protein/10 mg Hydroxylapatit
            n = 10                          n = 9
A 1175,5
B 147,2 4,9 3,6
C 100,3 27,9 57,9
D 449,5 255,0 287,6




I 446,0 28,2 25,8
Summe 2541,5 334,5 446,4
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Die Fraktionen A, F, G, H waren nicht nachweisbar. Zwischen den individuellen Pelli-
kelarten (Speichelproben von 10 Probanden) bestanden quantitative Unterschiede, aber
es waren immer die Fraktionen B, C, D, E, I  am Apatit adsorbiert.
Wenn die Pellikel P-60 und P-4x15 verglichen wurden, bestand der größte Unterschied
an adsorbierten Proteinen für die Fraktion E mit  19 µg gegenüber 72 µg, wenn eine
vierfache Speichelexposition erfolgte. Die Fraktion C nahm von 28 µg auf 58 µg und
die Fraktion D von 255 auf 288 µg zu, während für die Fraktion B etwa die gleichen
Zahlenwerte von 5 bzw. 4 µg und für Amylase (I) 28 bzw. 26 µg Protein pro Hydroxyl-
apatit-Pellet nachgewiesen wurden (Tab. 14).
5.4.2 Anreicherungsfaktoren der Proteine in der Pellikel
Das unterschiedliche Adsorptionsverhalten der Proteine am Hydroxylapatit wurde beim
Vergleich der prozentualen Anteile der Fraktionen an der Pellikel zur relativen Größe

















Abb. 10: Vergleich der prozentualen Zusammensetzung der Pellikel unter einma-
liger (P-60) und unter mehrmaliger Speichelgabe (P-4x15)
Dafür wurde die Summe aller Fraktionen A bis I des Speichels als  100 % Bezugsbasis
gewählt und die Pellikel-Anteile ermittelt.  Den größten prozentualen Anteil im Aus-
gangsspeichel bildete die Gruppe A mit 46 %, die in der experimentellen Pellikel nicht
gefunden wurde.  Die Gruppe D (PRP) stellte  im Ausgangsspeichel  17 % und in der
Pellikel 75 % (P-60) bzw. 58 % (P-4x15) dar. Bei der Gruppe E fiel auf, dass der Sta-
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therin-Anteil mit nur 0,9 % im Speichel, aber in der Pellikel P-60 auf 5 % bzw. bei P-
4x15 auf 15 % anstieg. Bei einem Anteil von 19 % der Gruppe I im Ausgangsspeichel
betrug die prozentuale Beteiligung an der Pellikel nur noch 9 % (P-60) bzw. 6 % (P-
4x15). Bei Fraktion C war ein Anstieg von 8 % (P-60) auf 13 % (P-4x15) gegenüber
3 % im Ausgangsspeichel zu verzeichnen. 
Bei der Betrachtung des prozentualen Anteils eines Proteins in der Pellikel zu dem re-
lativen Anteil im Speichel ergibt sich ein Quotient (Q), der die Anreicherung während
der selektiven Bindung beschreibt. Für die Fraktionen C, D und E wurde eine Zunahme
festgestellt, die außer für die PRP gleichzeitig regimeabhängig unterschiedlich ausfiel.










Abb. 11: Vergleich der prozentualen Anteile der einzelnen Proteinfraktionen A
bis I an der experimentellen Pellikel P-60 und P-4x15 im Vergleich zu
den prozentualen Anteilen im Ausgangsspeichel R0 mittels des Quoti-
enten 
5.4.3 Bindungsstärke der Proteine in der experimentellen Pellikel
Um  auszuschließen,  dass  nicht  adsorbierte  Proteine  aus  dem  Speichelüberstand
vermeintlich als Pellikel analysiert werden, wurde die Pellikel mit Aqua dest. dreimal
gewaschen. 
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Die Analyse der Spülflüssigkeit nach der 1. Waschung ergab geringe Mengen der Prote-
ine der Gruppen A, B, C und I (Abb.  12).  Nach der 3. Waschung konnte nur noch
Amylase in der Spülflüssigkeit nachgewiesen werden.
In der Pellikel konnten danach immer noch die Proteine der Gruppen B, C, D, E und I
gefunden werden.
Abb. 12: Darstellung des Ergebnisses des Spülprozesses nach 3 Spülungen.
5.5 Korrelation zwischen Ausgangsspeichel und In-vitro-Pellikel
Um  festzustellen,  in  welchem  Zusammenhang  die  experimentelle  Pellikel  mit  dem
angebotenen Speichel stand, wurde die Korrelation zwischen den Proteinen im Speichel
und in der Pellikel untersucht. Die In-vitro-Pellikelbildung mit dem Speichel von je-
weils 10 Probanden lieferten 10 separate Messungen.
Bei  dem Vergleich der  absoluten Proteinmengen von Ausgangsspeichel  und Pellikel
zeigte sich nach Pearson bzw. Spearman eine Korrelation für folgende Proteine:
Tab. 15: Vergleich der Korrelationskoeffizienten von Speichel R0 mit der Pellikel P-60
und P-4x15
R0 mit P-60 R0 mit P-4x15
B 0,070 -0,224
C 0,789 0,674
























Unabhängig davon wurde sowohl innerhalb des Speichels als auch innerhalb der Pelli-
kel eine positive Korrelation zwischen Gruppe D (PRP) und E (Statherin) festgestellt,
d.h. waren im Speichel viel PRP vorhanden, so ging dies mit einer großen Menge an
Statherin in der Pellikel einher. Das traf ebenfalls für diese Proteine in der Pellikel P-60
und P-4x15 zu (r = 0,615 und r = 0,717 nach Pearson).
Mit steigendem absoluten Proteinangebot des Ausgangsspeichels erhöhten sich die ad-
sorbierten Proteinmengen der Proteine der Gruppen C, E und I. Die Werte der Proteine
der Gruppe B von Speichel und Pellikel korrelierten nicht miteinander. Die Wertepaare
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Abb. 13: Korrelation der Fraktionen D (PRP) bzw. E (Statherin) im Ausgangsspeichel
R0 (µg/ml) und in der Pellikel P-60 (a) und P-4x15 (b) (µg/10 mg HA) 
Bei Betrachtung des Statherins (E) imponierte der Vergleich des Anstieges der beiden
Geraden  (Abb.  13).  Die  Trendlinie  dieser  x,y-Paare  von  Speichel  und  Pellikel  be-
schrieben den Verlauf einer Geraden, die nahezu den Nullpunkt schneidet, und somit
ergab  sich  scheinbar  eine  lineare  Abhängigkeit.  Der  Anstieg  der  Geraden  (m)  ver-
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vierfachte  sich  unter  den  Versuchsbedingungen der  mehrmaligen  Speichelzufuhr  (P-
4x15) von m = 0,7 auf m = 2,8.
Die Amylaseadsorption aus dem Speichel ergab sowohl bei einmaligem als auch bei
viermaligem Substratangebot eine lineare Abhängigkeit. Es zeigte sich in beiden Fällen
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Abb. 14: Darstellung der absoluten Proteinmengen der Amylase in Speichel und Pellikel
5.6 Aufsplittung der prolinreichen Proteine in ihre Polymorphismen
Die Hauptfraktion der In-vitro-Pellikel bildeten die sauren prolinreichen Proteine der
Gruppe D mit bis zu 75 %. Im Speichel beträgt ihr Anteil 17 %. Von HAY et al. (1988)
wurden zehn Proteine in der Gruppe der sauren PRP (PRP-1, PRP-2, PRP-3, PRP-4,
Db-s, Db-f, PIF-s, PIF-f, Pa-I und Pa-II) identifiziert. 







PRP-1 15500,43 15515,34 *
PRP-2 15501,41
PRP-3 11147,64 11163,38 *
PRP-4 11148,62






*Die Trennung von Proteinen mit gleichen Molekularmassen ist mit Hilfe der HPLC möglich, wenn die Retentions-
zeit unterschiedlich ist. Sind die Retentionszeiten gleich, ist die Trennung anhand der unterschiedlichen Molekular-
masse mittels Massenspektrometrie möglich. Im Falle von PRP-1 und PRP-2; Db-s und PIF-s; PRP-3,PRP-4 und
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PIF-f  war aufgrund der gleichen bzw. sehr ähnlichen Molekularmasse keine Trennung möglich (mit * gekennzeich-
net).
Mit Hilfe der an die HPLC gekoppelten Massenspektrometrie wurden die Polymorphis-
men der PRP sowohl im Speichel der 10 Probanden als auch in der In-vitro-Pellikel un-
tersucht. Die Suche im Speichel erfolgte innerhalb der 5 Wiederholungen von unstimu-
liertem  und  stimuliertem  Mischspeichel.  Der  Vergleich  der  ermittelten  Molekular-
massen  mit  den  Informationen  aus  Proteindatenbanken  (BARKER  et  al.,  2000)
ermöglichte  die  Identifikation  von PRP-1/2,  PRP-3/4,  Db-s,  Db-f,  Parotis-Monomer
(Pa-I) und Parotis-Dimer (Pa-II) (Tab. 16).
Entsprechend der in Abb. 16 dargestellten Analyse wurden die polymorphen PRP sepa-








 MSD1 TIC, MS File (D:\21070024.D)  API-ES Positive
 
Abb. 16: Chromatogramm-Ausschnitt der PRP von stimuliertem Mischspeichel
Von den vorhandenen 6 Polymorphismen der PRP (PRP-1/PRP-2, PRP-3/PRP-4/PIF-f,
Db-s/PIF-s,  Db-f,  Pa-I und Pa-II) wurde in vorliegender Arbeit  eine Auflistung aller
möglichen Kombinationen erstellt und mit Identifikations-Nummern von 1 bis 63 belegt
(Gesamtkombinationen in  Anhangstab.  23).  Die  nachgewiesenen Kombinationen  der









Tab. 17: Vorhandene  Kombinationen  der  PRP-Polymorphismen  der  10  Probanden  im
Speichel
ID-Nr. Kombination Proband
24 PRP-1/2 + PRP-3/4/PIF-f + Pa-I 5
42 PRP-1/2 + PRP-3/4/PIF-f + Db-s/PIF-s + Db-f 2, 4
47 PRP-1/2 + PRP-3/4/PIF-f + Pa-I + Pa-II 1, 7, 9, 10, 11
63 PRP-1/2 + PRP-3/4/PIF-f + Db-s/PIF-s + Db-f + Pa-I + Pa-II 3, 8
Die individuell unterschiedlichen Polymorphismen der PRP im Speichel wurden den in
der Pellikel gefundenen Polymorphismen gegenübergestellt (Tab. 18).
Tab. 18: Vergleich des Vorkommens der Polymorphismen nach Identifikations-Num-









9 47 47 47
4 42 42 22 (kein Db-f, Pa-I, Pa-II)
1 47 25 (kein Pa-I) 47
10 47 58 (kein Pa-I) 47
2 42 23 (kein Db-s) 23 (kein Db-s)
5 24 7 (nur PRP1/2 u. PRP3/4) 7 (nur PRP1/2 u. PRP3/4)
11 47 7 (nur PRP1/2 u. PRP3/4) 7 (nur PRP1/2 u. PRP3/4)
8 63 58 (kein Pa-I) 58 (kein Pa-I)
3 63 7 (nur PRP1/2 u. PRP3/4) 22 (kein Db-f, Pa-I, Pa-II)
7 47 7 (nur PRP1/2 u. PRP3/4) -
Für Proband 9 wurden die gleichen Vertreter im Speichel, in der Pellikel P-60 sowie
P-4x15 nachgewiesen, während bei 7 anderen Kombinationen nur in jeweils 2 Parame-
tern Übereinstimmung gefunden wurde. Übereinstimmung zwischen Speichel und P-60




Im Zusammenhang mit der Kariesrisikoproblematik widmeten sich Studien vorwiegend
Parametern des Speichels, wie zum Beispiel der Elektrolytzusammensetzung, mikrobio-
logischer  Keimbestimmung,  Immunglobulinen  oder  antibakteriellen  Enzymen.
Zunehmend gewinnen jedoch auch die Speichelproteine und die Pellikel als mögliche
modulierende  Komponenten  im  Entstehungsprozess  der  Karies  an  Bedeutung.  Eine
Vielzahl von Untersuchungen setzten sich vor allem mit dem protektiven Einfluss der
Pellikel auf die Erosion auseinander und bestätigten dies mehrfach (HANNIG, 2002; NE-
KRASHEVYCH und  STÖßER, 2003). Da der Speichel das Substrat für die Ausbildung
der Schmelzpellikel darstellt, ist der Einfluss auf die Pellikelbildung und deren Eigen-
schaften von Interesse (JENSEN et al., 1992). Trotz der Vielzahl von Speichelbestandtei-
len adsorbieren nur bestimmte einzelne Komponenten am Zahnschmelz. Ungeklärt ist,
ob Hydroxylapatit aufgrund seiner Polarität und der selektiv adsorbierenden Speichel-
proteine eine einheitliche Pellikel entstehen lässt oder das individuelle Angebot an Spei-
chelproteinen  über  die  Zusammensetzung  und  die  Eigenschaften  der  Pellikel  ent-
scheidet. Da jedes Individuum seinen spezifischen Speichel bildet, weist vielleicht auch
die gereifte Pellikel individualspezifische Eigenschaften auf (HANNIG, 1994).
Zur Gesamtbestimmung des Proteingehaltes wurde die BCA-Methode (SMITH et  al.,
1985) gewählt. Diese kolorometrische Methode, ebenso wie die nach  LOWRY (1951),
reagiert vorrangig auf aromatische Aminosäuren wie z.B. Tyrosin. Da Speichelproteine
relativ wenig Tyrosin enthalten, kommt es zu einer Unterbestimmung. Das tyrosinreiche
Statherin (SCHLESINGER und HAY, 1977) macht nur ca. 1 % der Speichelproteine des
stimulierten Mischspeichels auch in dieser Studie aus. Die HPLC hingegen bedient sich
zur  Bestimmung  der  Proteine  dem  Adsorptionsmaximum  der  Peptidbindung  bei
215 nm. Demnach beruht der Nachweis auf der Anzahl der Bindungen und ist nicht von
bestimmten Aminosäuren abhängig. Der durchschnittliche Gesamtproteingehalt mit der
BCA-Methode lag mit Werten von 0,81 mg/ml für den unstimulierten  Mischspeichel
und 1,04 mg/ml für den stimulierten weit unter den HPLC-Werten von 1,83 mg/ml (un-
stimuliert) oder 2,47 mg/ml (stimuliert). Unterschiede in der Gesamtproteinmenge zwi-
schen den verschiedenen Proteinbestimmungsmethoden beruhen auf dem Prinzip des je-
weiligen Verfahrens. Eine Studie zur Speichelanalyse von VEERMAN et al. (1996) be-
stimmte mit der BCA-Methode für reine stimulierte Drüsensekrete (sublingual, subman-
dibular, parotis, palatinal) Proteinkonzentrationen zwischen 1,3 und 2,1 mg/ml. 
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JENKINS (1978) gibt  für den Gesamtproteingehalt  von Mischspeichel 220 mg/100 ml
(Ruhespeichel) bzw. 280 mg/100 ml (Reizspeichel) an.  DODDS et al.  (1997) bestimm-
ten mit der HPLC für den Parotisspeichel durchschnittlich 2,72 mg/ml, einen niedrige-
ren Wert als 3,65 mg/ml in der vorliegenden Arbeit. Signifikant zeigte die zitierte Studie
eine Geschlechtsspezifik mit einem Unterschied des Proteingehaltes von  3,0 mg/ml bei
weiblichen  Probanden  gegenüber  2,36 mg/ml  bei  männlichen  (p<0,05).  In  der  vor-
liegenden Arbeit konnte der Unterschied nicht bestätigt werden. 
Elementar für die Speichel- und Pellikeluntersuchung ist eine geeignete Analytik. Vor-
arbeiten von KEHRER (1999) zur Analytik der Speichelproteine mittels HPLC bereite-
ten die Grundlagen der Auftrennung in Proteingruppen. Im Rahmen der Erfurter Karies-
risikostudie trennte KEHRER (1999)  mit der Hochdruckflüssigkeitschromatographie die
Speichelbestandteile in Peakgruppen und einzelne Peaks. Die Methode war über eine
große Anzahl von Analysen (150) stabil.  KEHRER et al. (1999) untersuchte bereits die
Variation  eines  „Eichspeichels“,  dessen  Standardabweichungen  im  allgemein  akzep-
tierten Grenzbereich von 5-8% lagen (Kapitel 4.4.3.1, Tab. 6) (MEYER, 1990). Es ge-
lang die Separation der Speichelproteine in 9 Fraktionen und deren teilweise Identifika-
tion  anhand  von  gereinigten  Referenzproteinen  und  den  entsprechenden  Retentions-
zeiten unter Kopplung eines Massenspektrometers sowie deren Quantifizierung. KEH-
RER bezeichnete die Proteinfraktionen mit A bis I: A: Histatine und basische prolinrei-
che Proteine,  B: 7,3 kD; 7,6 kD; 9,3 kD; 9,6 kD, C: unbekannt,  D: saure PRP,  E: Sta-
therin,  F: 5,8 kD,  G: Cystatin (14,3 kD),  H: Cystatin (14,2 kD),  I:  -Amylase. Das in
der vorliegenden Arbeit  gewählte methodische Vorgehen entsprach der Analyse nach
KEHRER (1999). Hochdruckflüssigkeitschromatographie wurde ebenfalls zur Identifi-
zierung von Pellikelproteinen von  LENDENMANN et  al.  (2000)  und  LAMKIN  et  al.
(2001) eingesetzt.  Harnsäure (noch vor Peak A), Statherin und  -Amylase liegen als
einzelne Peaks vor, die Histatine und die sauren PRP hingegen sind nur als Peakgruppen
auswertbar. Anhand des gereinigten Histatin-5 wurde für die Peakgruppe A die Vermu-
tung ausgesprochen, dass es sich um Histatine und basische PRP handelt,  wobei die
Fraktion A wahrscheinlich noch andere Proteine bzw. Peptide beinhaltet, deren Identifi-
kation noch nicht gelang.
Die Peakgruppe D, identifiziert als saure PRP, zeigte im Chromatogramm der adsor-
bierten Pellikel weniger Peaks als im Ausgangsspeichel, da nicht alle Proteine gleich
stark an der Pellikelbildung beteiligt waren (Abb. 18).
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Peak 4 (Histatin-1) 
Peak 3
Ausgangsspeichel R0
Pellikel mit mehrmaliger Speichelgabe Pm60
 
Abb. 18: Darstellung  des  Chromatogrammausschnitts  im  Bereich  der  PRP  von  Aus-
gangsspeichel (R0) und Pellikel nach mehrmaliger Speichelgabe (P-4x15).
Die gefundene durchschnittliche Molekularmasse eines Peaks 4 in Abbildung 18 von
4927,92 kD stimmt mit der auf der Basis seiner Aminosäuresequenz (TROXLER et al.,
1990) berechneten Molekularmasse von 4927,19 kD für Histatin-1 sehr gut überein.
Um der Labilität der Speichelproteine vorzubeugen, wurde der Speichel durch Sammeln
auf Eis, Zentrifugation und Filtration  als eine klare, weitgehend bakterienfreie Flüssig-
keit erhalten und bei –20°C eingefroren. Damit wurde u.a. dem von  MANDEL (1980)
beschriebenen  Einfluss  von  Bakterien  auf  das  Analysenresultat  vorgebeugt,  wo  die
Anwesenheit von lebenden Bakterien in der Speichelprobe mit spontaner Abgabe von
CO2 eine Änderung der Zusammensetzung verursachte. Nach RUHL (1999) führte starke
und schwache Zentrifugation zur Halbierung der Gesamtproteinkonzentration,  jedoch
unverändertem elektrophoretischen Muster. Die Lagerung der Speichelproben bei –20 °
C  ist  eine  allgemein  akzeptierte  Methode  zur  Speichelkonservierung  (SÖDERLING,
1989; VIRELLA und GOUDSWAARD, 1978). Nach RUHL et al. (1999) tritt nach Kühl-
oder Gefrierlagerung mit und ohne Zentrifugation keine Veränderung auf.
Die Filtration mit einer Porengröße von 0,2 µm zur möglichst vollständigen Abtrennung
der Bakterien verursachte wahrscheinlich das Zurückhalten von Muzinen (Molekularge-
wicht bis zu 40 Millionen (OFFNER und TROXLER, 2000)), die in der Analyse aber als
Stoffgruppe nicht berücksichtigt wurden und die „biologische Vollwertigkeit“ der In-vi-
tro-Pellikel  limitierten.  Laut  AL-HASHIMI und  LEVINE (1989)  sind die  Muzine  mit
großer  Wahrscheinlichkeit  Pellikelbestandteil  und haben einen wichtigen protektiven
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Effekt (NIEUW AMERONGEN et al., 1987, 1995). Sie sind nachweislich in der Lage, an
HA zu binden (TABAK et al., 1985).
Die Ergebnisse der  Speicheluntersuchung von 11 Probanden mit  der  HPLC ergaben
keine qualitativen, jedoch individuelle quantitative Unterschiede mit einer Spannweite
der Gesamtproteinwerte zwischen 1821 und 3597 µg/ml (Tab. 12) für den stimulierten
Mischspeichel (Mittelwerte aus 5 Wiederholungen).  Auch für die sauren PRP unter-
schieden sich die individuellen Werte in einem Bereich von 312 bis 706 µg/ml (Tab.
11).
Signifikante Unterschiede zwischen den Absolutwerten von unstimuliertem und stimu-
liertem Mischspeichel  waren nur  in  den Fraktionen A und D zu finden (p = 0,003),
wobei wahrscheinlich der Unterschied in Bezug auf die Gruppe D in der vermehrten Se-
kretion der sauren PRP aus den Glandulae parotis und submandibularis unter Stimulati-
on begründet liegt. Laut HAY und MORENO (1989) beträgt der Anteil der sauren PRP in
Bezug auf alle Speichelproteine 25-30 %. Die PRP nehmen an der Parotis- und Sub-
mandibularsekretion nahezu 70 % ein (HAY et al., 1988).
Aufgrund  des  höheren  Proteingehalts  und  der  mengenmäßig  effektiveren  Probenge-
winnung des stimulierten Mischspeichels wurde dieser als Ausgangssubstrat der Pelli-
kelbildung verwendet. Da sich der prozentuale Anteil der potentiell  am Zahnschmelz
adsorbierenden und an der Pellikelbildung beteiligten Proteine C, D, E und I durch Sti-
mulation nicht  verändert,  kann stimulierter anstelle des unstimulierten Mischspeichel
für die Untersuchungen der Pellikelbildung an Hydroxylapatit verwendet werden. Auch
wenn andere Autoren mit reinen Drüsensekreten arbeiteten (JENSEN et al., 1992), ent-
spricht dieses Vorgehen einer besseren Annäherung an die realen Bedingungen in der
Mundhöhle. Für die orale Gesundheit ist allerdings die Zusammensetzung des unstimu-
lierten Speichels bedeutsamer, da dieser Speichel die überwiegende Zeit in der Mund-
höhle vorherrscht. Die Analyse von Gesamtspeichel ist relevanter als die der Sekrete
einzelner Drüsen (NAVAZESH und CHRISTENSEN, 1982). 
Die Schwankungen der Proteinwerte über 5 Wiederholungsmessungen waren individu-
ell  unterschiedlich stark. Während ein Proband (Nr. 7) mit  einem Variationskoeffizi-
enten von 14 realtiv stabil war, schwankten andere Probanden (Nr. 8) mit Variationsko-
effizienten bis zu 45 relativ stark. Trotz der intraindividuellen Schwankungen 
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der  Absolutwerte  blieben  die  relativen  Anteile  der  einzelnen  Fraktionen  annähernd
stabil.
Die Analyse der intra- und interindividuellen Varianz nach  FLEISS (1979) ergab eine
höhere Varianz zwischen den Probanden als die Schwankung des Individuums innerhalb
von  5  Wiederholungsmessungen.  Die  Reliabilitätskoeffizienten  R  lagen  zwischen
R = 0,205 und 0,836.
Für die Bildung von In-vitro-Pellikel diente als Modell für den Zahnschmelz  synthe-
tisches  Hydroxylapatit,  das  aufgrund  seiner  großen  spezifischen  Oberfläche  (60-
80 m2/g) genügend Protein anlagern kann. Bei in vivo gebildeter Pellikel können zum
einen Ablöseprobleme auftreten und zum anderen ist die abgelöste Proteinmenge für die
analytische Bestimmung meist zu gering. Synthetisches HA-Pulver wurde ebenfalls in
Studien von JENSEN et al. (1992) und LAMKIN et al. (2001) verwendet.
Die Vorgehensweise der Pellikelbildung war ähnlich der Methodik von JENSEN et al.
(1992),  wobei  die  Hydroxylapatimenge doppelt  so hoch und die  Pellikelbildungszeit
halbiert wurde. 10 mg HA-Pulver wurden mit 1 ml Speichel suspensiert, mit Aqua dest.
gewaschen und nach Solubilisierung mittels saurer Lösung (3%iger TFA) zur Analyse
benutzt. Vorteilhaft war die einfache Auflösung des synthetischen HA-Pulvers gegen-
über der erschwerten in vivo Pellikelgewinnung vom natürlichen Schmelz. Andere Stu-
dien verwendeten schwache HCl zum Ablösen der Pellikel (RØLLA et al., 1983) oder
EDTA (HANNESSON EGGEN, 1994).
Neben der 60-minütigen Suspendierung erfolgte außerdem ein Austausch durch frischen
Speichel,  wodurch der  Speichelfluss  simuliert  werden sollte.  Mit  einem viermaligen
Speichelaustausch  innerhalb  von  60 min  war  das  praktizierbare  Maximum  erreicht.
LAMKIN et  al.  (1996)  geben  für  den  Bildungsprozess  eine  Zeitspanne  von  30  bis
60 min an. Laut HANNIG (2002) erweist sich auch kurzfristig ausgebildete Pellikel als
relativ gut protektiv. Verschiedene Autoren vermuten ein Gleichgewicht der Pellikelbil-
dung von Adsorption und Desorption in vivo zwischen 90 bis 120 min (SKØRLAND et
al., 1995; KUBOKI et al., 1987) SØNJU und RØLLA (1973) erreichen ein Plateau für die
Pellikelbildung bei 60 bis 90 min. Die ersten Bakterien binden während dieser Zeit an
die neue Pellikel, so dass das spätere mikrobielle Wachstum wahrscheinlich von der 60-
min-Pellikel beeinflusst wird. NIEUW AMERONGEN et al. (1987) untersuchten in vitro
die Hemmung der Demineralisation durch die Pellikel  in Perioden von 1 min bis zu
einigen Tagen. Mit Zunahme des Pellikelalters stieg der Schutz des Schmelzes. Jedoch
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wies bereits  eine 9-Minuten-Pellikel einen signifikanten Schutz auf und erreichte ein
Maximum vor 60 min.
Die Thermolabilität der Proteine fand Berücksichtigung und erwies sich bei der Inkuba-
tion bei 4°C - die im Probengeber der HPLC-Apparatur gewährleistet werden - über
4 Stunden als relativ konstant (Tab. 10). Die bei 37°C ausgeführte Pellikelbildung über
60 min  bewirkt  bei  einem  Vergleich  ohne  diese  Inkubationszeit  keinen  besonderen
Verlust an Proteinen (Tab. 10). Die Untersuchungen der Thermostabilität der Speichel-
proteine in der vorliegenden Arbeit zeigten für Statherin hohe Variationen, für Amylase
hingegen sehr stabile Werte. In diesem Modell wurde versucht, möglichst native Prote-
ine zu identifizieren, während bei in vivo Untersuchungen häufig Bruchstücke nachge-
wiesen werden. In der vorliegenden Arbeit war die Identifikation von Proteinfragmenten
mit der HPLC-Technik sowie der hochsensitiven Massenspektrometrie nicht die primäre
Aufgabe. Die Rolle dieser Bruchstücke bei der Pellikelbildung ist noch nicht vollständig
geklärt. In der Untersuchung von LAMKIN et al. (2001) konnte gezeigt werde, dass der
Anteil der proteolytisch modifizierten Proteine nur 5 % betrug. In Zusammenhang mit
den Ergebnissen von PERINPANAYAGAM et al. (1995) kann vermutet werden, dass die
erhaltenen Fragmente aufgrund ihrer geringeren Größe effektiver im wässrigen Milieu
und in die Pellikel diffundieren können. Da die Bruchstücke teilweise bioaktive Peptide
sind, sollte ihr Beitrag an der Pellikelfunktion nicht unterschätzt werden. Sicherlich wird
nach Adsorption an der Schmelzoberfläche ein Teil der Moleküle stabilisiert, aber mit
Zerfall ist zu rechnen. JURIAANSE et al. (1980) zeigten, dass Phosphoproteine fester an
der Schmelzoberfläche (in vitro, Rinderzähne) binden als nicht phosphorylierte Prote-
ine. Während der experimentellen Reifung der Pellikel verdrängten die phosphorylierte
Proteine die nicht phosphorylierten.
Aus dem Angebot der analytisch nachweisbaren 9 Fraktionen wurden in der Pellikel nur
5 wiedergefunden, von denen 3 auf eine selektive Adsorption hinweisen und für die eine
statistisch  signifikante  Korrelation  zwischen  angebotenem  und  gebundenem  Protein
existierte. Für Amylase war diese Beziehung ebenfalls statistisch signifikant nachweis-
bar,  es  fand jedoch keine  Anreicherung statt.  Fraktion B adsorbierte  ebenfalls  ohne
quantitative Beziehung zum Proteinangebot im Speichel.
Die Proteine zeigten ein unterschiedliches Adsorptionsverhalten. Die PRP und Statherin
wiesen eine sehr starke Affinität zu Hydroxylapatit auf, wie von  HAY (1973) gezeigt
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wurde. Amylase sowie die Proteine der Gruppen B und C adsorbierten schwach, wäh-
rend die Proteine der Fraktionen A, F, G und H keine Adsorptionsneigung zeigten.
Von den angebotenen 2700 µg/ml Protein im Speichel adsorbierten an 10 mg Hydroxyl-
apatit ca. 300 µg nach einmaliger und ca. 400 µg nach mehrmaliger Speichelzufuhr. 
Die  Proteine  waren  fest  adsorbiert,  da  selbst  nach  mehrfacher  Eluierung nur  wenig
Protein vom Apatit abgelöst wurde. Nach dem Spülprozess blieben diese Proteine ad-
sorbiert.  KOUSVELARI et al.  (1980) und BENNICK (1983) wiesen die Beteiligung der
PRP an der Pellikelbildung nach. HAY (1967, 1969, 1973) zeigte die selektive Adsorpti-
on von Proteinen bei einem niedrigen Hydroxylapatit-Speichel-Verhältnis. Mit diesen
klassischen Untersuchungen mittels Chromatographie und Elektrophorese beobachtete
er die hohe Selektivität von Statherin, Histatin-1 und PRP für Hydroxylapatit.
PRUITT et al.  (1969) zeigten in einer Untersuchung mit stimuliertem Gesamtspeichel,
der über eine Säule mit Schmelzpulver geleitet wurde, dass Amylase am Schmelz adsor-
bierte, aber mit Wasser ausgewaschen werden konnte.
Detaillierte Mengenangaben für einzelne adsorbierte Proteine liefert eine Studie von JU-
RIAANSE und BOOIJ (1979), in der eine Lösung mit 100 µg/ml Protein mit 10 mg HA
für 60 min bei Zimmertemperatur versetzt wird. Sie ermittelten für Protein I (15950 kD)
60 µg, Protein II (12870 kD) 80 µg und Protein III (13970 kD) 81 µg.
Eine weitere in vitro Studie adsorbierte an Schmelzpulver pro mm2 217 ng PRP, 72 ng
Cystatin  S,  12,6 ng Lysozym, 5,3 ng Albumin und 1,1 ng Lactoferrin  (RUAN et  al.,
1986).
LAMKIN et al. (2001) analysierten in der in vitro gebildeten Mischspeichel-Pellikel sau-
re PRP, Cystatine, Statherine und Histatine. Während die PRP nur etwa 25 % der Pelli-
kel ausmachten, entsprach der Statherin-Anteil mit etwa einem Viertel der in der vor-
liegenden Arbeit nachgewiesenen Menge.  LAMKIN beschrieb weiterhin einen kleinen
Anteil  Cystatine und 36 % Histatine.  In der hier  erzeugten Pellikel  aus stimuliertem
Mischspeichel konnte kein Cystatin nachgewiesen werden. JENSEN et al. (1992) zeigten
Komponenten der Pellikel aus Mischspeichel, die experimentell ebenfalls mit synthe-
tischem Hydroxylapatit  (5 mg HA + 1 ml  Speichel)  gewonnen wurden.  Die  Pellikel
bestand vorwiegend aus  Amylase gefolgt  von sauren PRP,  Cystatinen  und proteoly-
tischen Peptiden. In der aus reinem Parotisspeichel resultierenden Pellikel  fanden sie
Amylase, glykosylierte PRP, Statherin sowie Histatin-3 und Histatin-5. In der Pellikel
aus reinem Submandibularspeichel fanden die gleichen Autoren zu den eben genannten
Bestandteilen noch Cystatin, hingegen fehlte ein Nachweis von glykosylierten PRP. Die
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Ergebnisse von JENSEN et al. (1992) bestätigten die selektive Adsorption von sowohl
sauren  als  auch  neutralen  Phosphoproteinen  sowie  basischen  Histatinen  aus  reinen
Drüsensekreten, verweisen jedoch auf die dramatische Änderung der Adsorptionsmuster
von Mischspeichel bedingt durch die Proteolyse der Proteine.
MAYHALL (1970) erbrachte den Nachweis der Bindung von Histatin-1, Histatin-3 und
Histatin-5 an  Hydroxylapatit  und  LAMKIN et  al.  (1991b)  gelang die  Reinigung von
Histatin-3 und Histatin-5 aus der Pellikel mit Sequenzbestimmung. In der vorliegenden
Arbeit gibt es Hinweise auf die Beteiligung von Histatin-1, jedoch gelang kein Nach-
weis von Histatin-3 bzw. Histatin-5. Auch der Nachweis von Amylase in der Pellikel
wurde in unterschiedlichen Studien erbracht  (ØRSTAVIK und  KRAUSS,  1973, 1974;
AL-HASHIMI und LEVINE, 1989). Laut ØRSTAVIK und KRAUSS (1974) sowie RØLLA
et al. (1983) weist Amylase selbst nach der Adsorption noch enzymatische Aktivität auf.
Die eingeführten Anreicherungsfaktoren (Kapitel 5.4.2) spiegeln die Affinität der Spei-
chelproteine zu Hydroxylapatit wider. Besonders deutlich wird dies bei Betrachtung der
Statherinadsorption, wobei der Statherinanteil im Speichel mit nur 0,9 % in der Pellikel
P-60 auf 5 % bzw. P-4x15 auf 15 % anstieg. Statherin bindet aufgrund hoher Affinität
zu Calcium mit  hoher  Selektivität  am Hydroxylapatit  (HAY,  1973;  MORENO et  al.,
1978;  JENSEN et al., 1991). Trotz verstärkter Speichelexposition nahmen die Anteile
der Fraktionen B und I ab, was die Selektivität bzw. die Affinität der Fraktionen C, D
und E verdeutlicht. 
Die Korrelationanalyse zwischen angebotenen Speichelproteinen und der resultierenden
Pellikelzusammensetzung  mit  verschiedenen  Speichelproben  bestätigte  einen  Zu-
sammenhang. Die absoluten Proteinmengen der Proteine C, D, E und I korrelierten in
Speichel und Pellikel sowohl bei einmaligem (P-60) als auch mehrmaligem Speichel-
angebot  (P-4x15)  (R = 0,550  -  0,893).  Für  die  Proteinfraktion  B  bestand  kein  Zu-
sammenhang  (R = 0,070  -   -0,224).  Besonders  auffällig  verhielt  sich  Statherin  (E),
dessen Wertepaare nahezu eine Gerade bildeten und deren Anstieg sich unter den Ver-
suchsbedingungen der mehrmaligen Speichelzufuhr (P-4x15)  vervierfachte und somit
die starke Affinität des Statherins zum Hydroxylapatit deutlich machte. Für Amylase
zeigte sich ein linearer Zusammenhang.
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Um individuelle Unterschiede aufzuspüren, wurde die adsorbierende Hauptfraktion - die
prolinreichen Proteine (PRP) - auf ihre Polymorphismen mittels Massenspektrometrie
untersucht.  Nicht  alle  Probanden wiesen  das  gesamte  Polymorphismenspektrum auf,
d.h. alle zehn Proteine der Gruppe der sauren PRP (PRP-1, PRP-2, PRP-3, PRP-4, Db-s,
Db-f, PIF-s, PIF-f, Pa-Monomer und Pa-Dimer), welche von HAY et al. (1988) identifi-
ziert wurden. Aus diesem Grund erfolgte die Zusammenstellung von Kombinationen der
Polymorphismen (Anhangstab. 23). Bei nur einem Probanden wurde sowohl im Spei-
chel als auch in der Pellikel beider Versuchsregime die gleiche Kombination wiederge-
funden; bei 3 Probanden immerhin in der Pellikel eines Versuchsregimes. Diese Ergeb-
nisse können jedoch sehr weit methodisch beeinflusst sein.
Die Polymorphismen der PRP in der Pellikel spielen in Hinblick auf ihre Interaktionen
mit Speichelbakterien eine Rolle. So bindet Streptococcus mutans an die größeren PRP
(PRP-1, PRP-2, PIF-s) stärker als an kleinere Varianten, welche das initiale Anheften
reduzieren.  Es  konkurrieren  jedoch  beide  PRP-Typen  um  dieselbe  Hydroxylapatit-
Bindungstelle  an  der  Schmelzoberfläche.  Nach  BRATT et  al.  (1998)  besitzen  die
kleineren PRP, z.B. das PRP-3, keine Bindungsstellen für Bakterien und somit keine
Rezeptorfunktion.  CARLÉN et al.  (1998b) zeigten, dass das Verhältnis von PRP-1 zu
PRP-3 die Besiedelung der Pellikel durch A. naeslundii  beeinflusst. Neben den PRP
sind auch die Statherine nach ihrer Adsorption am Hydroxylapatit befähigt, Actinomy-
ces viscosus zu binden (GIBBONS und HAY, 1988a). Untersuchungen von KRAUS und
MESTECKY (1976) zeigen den Einfluss der Pellikelkomposition auf die Bakterienadhä-
sion.  Hier  spiegelt  sich  die  Komplexität  des  Pellikelbildungsprozesses  und  der  Be-
einflussung der bakteriellen Besiedelung wider. Dabei spielen nicht nur absolute Prote-
inmengen  sondern  neben  der  prozentualen  Zusammensetzung  auch  die  Wechsel-
wirkungen zwischen den beeinflussenden Faktoren eine Rolle. 
Wenn  die  Zusammensetzung  der  Pellikel  individuell  durch  die  Speichelzu-
sammensetzung beeinflusst wird, dann stellt diese auch eine modulierende Größe für die
De- und Remineralisationsprozesse dar. Wenn unterschiedliche Pellikel individuell be-
dingt  sind,  wäre durchaus vorstellbar,  dass  die De- und Remineralisation mehr oder
weniger moduliert wird. Eventuell resultiert daraus eine unterschiedliche Reaktionsbe-
reitschaft an der Schmelzoberfläche. Die Charakteristika der präadsorbierten Biopoly-
merschicht  auf  Festkörpern  beeinflussen  die  zelluläre  und  bakterielle  Adhärenz
(NORDE, 1984).
63
LAMKIN et al. (1996) untersuchten die Art und Weise der Adsorption von Proteinen aus
Mischspeichel. Anhand dieser Resultate werden zwei Adsorptionsmechanismen vermu-
tet, zum einen die direkte Adsorption von Proteinen am HA und zum anderen die indi-
rekte,  wobei  Proteine  mit  den  bereits  adsorbierten  Proteinen  interagieren.  Die  Zu-
sammensetzung der Pellikel ändert sich während des Dickenwachstums, in den nach-
folgenden  Schichten  sind  unterschiedliche  Proteine  angereichert  (EDGAR und  O
´MULLANE, 1990). Die Interaktionen zwischen den Pellikelproteinen wurden für PRP-1
und Statherin in vitro über orale Transglutaminase (YAO et al., 2000) beschrieben.
Diese  Untersuchungen  erlauben  die  Vorstellung,  dass  die  „Basisschicht“  auf  der
Schmelzoberfläche zwar zunächst „uniform“/selektiv bedingt ist, jedoch die weitere Zu-
sammensetzung  individuell  von  Proteinangebot  und  der  Interaktionen  zwischen  den
Proteinen abhängt.
Quantitative Unterschiede von Speichelproteinen bei Kindern zeigten  HENNING et al.
(2001), wobei eine Gruppe von Kindern doppelt so viel Protein im Speichel aufwies als
die andere. Unterschiede in der biochemischen Zusammensetzung der Pellikel von kari-
esaktiven und –inaktiven Personen deuten auf individualspezifische Differenzen in der
Pellikelzusammensetzung hin (SLOMIANY et al., 1986). Eine Korrelation zwischen der
Proteinkomposition von Parotisspeichel und der Kariesaktivität lag in der Studie von
DODDS et al. (1997) nicht vor.
Interindividuelle  Unterschiede  der  Pellikelzusammensetzung waren in  Bezug auf  die
Verteilung von Enzymen, Blutgruppensubstanzen und Immunglobulinen zu finden (AL-
HASHIMI  und  LEVINE, 1989;  KRAUSS und  MESTECKY, 1976;  LEVINE et al., 1985;
ØRSTAVIK und  KRAUSS;  1973,  1974;  RØLLA et  al.,  1983).  RYKKE et  al.  (1990b)
fanden  keine  probandenabhängigen  Unterschiede  in  der  generellen  Aminosäurezu-
sammensetzung und den proteinabhängigen physikochemischen Eigenschaften der Pelli-
kel. Die Studie zeigte weder intra- noch interindividuelle Unterschiede in der Amino-
säurezusammensetzung der 2h-Pellikel  der Bukkalflächen der Zähne.  CARLÉN et  al.
(1998)  gewannen  Hinweise  auf  einen  Zusammenhang  zwischen  der  Pellikelzu-
sammensetzung und der vorwiegenden Herkunft des Speichels in jener Gebissregion.
Auch Gingivitis und Parodontitis beeinflussen die Pellikelzusammensetzung aufgrund
steigenden Flusses der Crevikularflüssigkeit (RÜDIGER et al., 2002).
Neueste Studien von  YAO et  al.  (2002) analysieren in der In-vivo-Pellikel nicht nur
klassische  Speichelproteine,  sondern  auch  nicht  ursprünglich  dem  Speichel  ent-
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stammende  Proteinkomponenten.  Diese  Untersuchung  schlussfolgert  eine  selektive
Pellikel-Protein-Ablagerung  ohne  Reflektion  der  Speichel-Protein-Zusammensetzung.
RYKKE et al. (1990) fanden bei der Suche nach intra- und interindividuelle Unterschie-
den der AS-Sequenz konstante Werte mit nur geringen Variationen in den AS-Profilen.
Diese Ergebnisse sprechen für einen selektiven Adsorptionsprozess. Allerdings stammte
die Pellikel von nur 3 Probanden.
Ob Unterschiede in der Zusammensetzung der In-vivo-Pellikel durch andere Vorgänge
überlagert  werden,  die  durch  das  In-vitro-Vorgehen  bzw.  durch  Proteolyse  oder
thermische Bedingungen beeinflusst sind, bleibt noch zu beantworten.
Die Pellikel bildet die Grundlage für die bakterielle Besiedelung. Somit ist ein Einfluss
individueller Unterschiede der Pellikel auf die Plaquebildung vorstellbar. RYKKE et al.
untersuchten Effekte auf die Pellikelformation durch Silikonöl (RYKKE und  RØLLA,
1990),  Na-Lauryl Sulfate  (1990a),  Pyrophosphat  (1988),  CaF2 überzogenen Schmelz
(1989),  woraus  eine  verringerte  bzw.  verlangsamte  Pellikelbildung  resultierte.  Die
Proteine adsorbierten an Na-Lauryl Sulfat behandeltem Schmelz fester.
Die Suche nach präventiven Ansätzen, außer der Plaquereduktion durch antimikrobielle
Agenzien, wäre in Zukunft auch im Sinne einer Modulation der Pellikelbildung denk-
bar. 
Die vorliegende Studie erlaubt die Aussage, dass individuelle quantitative Unterschiede
sowohl in der Speichelzusammensetzung als auch in der Pellikelzusammensetzung in
vivo wahrscheinlich sind, qualitative Variationen konnten durch Bezug auf die gene-
tischen  Polymorphismen  der  PRP  festgestellt  werden.  Die  HPLC  ermöglichte  die
Trennung des Proteinspektrums in 9 Fraktionen und unter Kopplung eines Massenspek-
trometers eine nähere Analyse der Polymorphismen der sauren prolinreichen Proteine.
Zur Identifikation der Proteine ist die Methode der HPLC nahezu ausgeschöpft. Andere
Methoden, wie z.B. die Elektrophorese oder der Einsatz von Antikörpern könnten wei-
tere Erkenntnisse bringen und sollten Probandengruppen betrachten, bei denen hohe Un-
terschiede  im  Gesamtproteingehalt  des  Speichels  bestehen,  wie  von  der  Gruppe
HENNING et al. (2003) kürzlich beschrieben.
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7 Schlussfolgerung
Zur Wahl des Substrates für die Pellikelbildung in vitro wurden unstimulierter und sti-
mulierter Mischspeichel sowie stimulierter Parotisspeichel herangezogen und deren Ge-
samtproteingehalt  verglichen.  Die  stimulierten  Speichelarten  wiesen  den  höchsten
Proteingehalt auf. Der stimulierte Mischspeichel wurde dem reinen Drüsensekret  der
Parotis als hauptsächlich in der Mundhöhle vorherrschender vorgezogen. Prozentual be-
trachtet unterschieden sich unstimulierter und stimulierter Mischspeichel jedoch kaum
(Kapitel 5.1). Für die In-vitro-Pellikelbildung erwies sich stimulierter Mischspeichel als
geeignet. Der Vergleich zu Pellikel aus reinen Drüsensekreten bleibt zu untersuchen.
Die Stabilität der Proteine unter den Versuchsbedingungen war proteinspezifisch unter-
schiedlich. Einige Proteine vor allem Amylase erwiesen sich als sehr stabil, Statherin
hingegen  muß als besonders thermolabil eingestuft werden (Kapitel 5.2). Dies wurde
bei den Versuchsbedingungen berücksichtigt, könnte jedoch die Ergebnisse. beeinflusst
haben.
Mit Hilfe der RP-HPLC  unter Verwendung von gereinigten Referenzproteinen gelang
die  Auftrennung  des  Spektrums  der  Speichelproteine  in  9  Fraktionen  (Kapitel5.3),
wobei manche Proteine als einzelne Peaks andere nur als Peakgruppen separiert werden
konnten.  Ebenfalls  wurde  anhand  von  Rinderserumalbumin  quantifiziert.  Neben  der
HPLC-Technik sollten zur  weiteren detailierten Analyse auch elektrophoretische und
immunologische Nachweismethoden Anwendung finden.
Nur bestimmte Proteine des Speichelspektrums adsorbierten an Hydroxylapatit in vitro.
Trotz der amphoteren Eigenschaften des Zahnschmelzes können sich nur selektiv Prote-
ingruppen am Hydroxylapatit anlagern. Demzufolge weist die Schmelzpellikel ein spe-
zifisches Proteinspektrum auf. Die Hauptkomponenten der artifiziell erzeugten Pellikel
sind die sauren prolinreichen Proteine und Statherin, gefolgt von Fraktion C, Amylase
und Fraktion B. Besonders fiel die Anreicherung von Statherin mit zunehmendem Spei-
chelangebot auf, was sicherlich auf seine hohe Affinität  zurückzuführen ist (Kapitel
5.4).
Eine quantitative Abhängigkeit der Adsorption vom Proteinangebot konnte festgestellt
werden. Die individuellen Unterschiede im Speichel fanden auch in der Pellikelquantität
ihren Niederschlag. Qualitative individuelle Unterschiede lagen auf der Ebene der gene-
tischen Polymorphismen der PRP vor sowohl im Speichel als auch darus resultierend in
der Pellikel vor. Ob die Unterschiede Einfluss auf die De- und Remineralisationspro-
zesse an der Schmelzoberfläche haben, bedarf es weiterer Untersuchungen.
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9 Anhang
Mittelwerte der Proteinmengen des unstimulierten Mischspeichels je Proband (Tab. 20)
Absolutwerte der Proteinmengen des stimulierten Parotisspeichels je Proband (Tab. 21)
Einzelwerte der Proteinmengen des unstimulierten und stimulierten Mischspeichels der
Proteinfraktionen A bis I (Tab. 22)
Varianzanalyse (Tab. 23 und Abb. 17)
Proteinmengen der Proteinfraktionen A bis I der Pellikel P-60 bzw. P-4x15 (Tab. 24/25)
Kombinationen der PRP-Polymorphismen (Tab. 25)
Einfluss von TFA auf die Speichelproteine (Abb. 18)
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A B C D E F G H I Summe
1 2564,06 387,16 427,94 1103,64 30,08 45,18 32,22 0,00 623,98 5214,26
2 2782,48 525,20 287,08 913,98 80,08 95,00 27,84 0,00 550,22 5261,88
3 1841,12 250,74 659,12 580,54 17,44 40,52 18,54 0,00 91,80 3499,82
4 3286,16 559,12 649,34 1021,58 76,46 154,42 50,52 0,00 491,70 6289,30
5 1564,02 306,30 169,98 506,38 50,28 74,20 22,12 0,00 649,86 3343,14
7 1832,10 183,08 211,30 832,40 95,46 41,52 27,50 0,00 930,88 4154,24
8 436,46 96,62 27,28 216,30 3,34 18,42 9,82 0,00 272,36 1080,60
9 375,74 31,28 77,06 146,24 8,52 0,00 0,00 0,00 229,20 868,04
10 1070,96 201,10 0,00 457,86 49,98 94,94 0,00 0,00 352,92 2227,76
11 2093,90 347,80 251,94 893,88 130,36 116,72 46,10 0,00 708,82 4589,52
x 1784,70 288,84 276,10 667,28 54,20 68,09 23,47 0 490,17 3652,86
84
Tab.: 21 Absolutwerte der Proteinmengen in µg/ml des stimulierten Parotisspeichels je Proband (n = 10)
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Tab. 22: Einzelwerte der Proteinmengen in µg/ml für unstimulierten und stimulierten Mischspeichel der Proteinfraktionen A-I
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Tab. 22: Einzelwerte der Proteinmengen in µg/ml für unstimulierten und stimulierten Mischspeichel der Proteinfraktionen A-I
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Tab. 22: Einzelwerte der Proteinmengen in µg/ml für unstimulierten und stimulierten Mischspeichel der Proteinfraktionen A-I
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Tab. 22: Einzelwerte der Proteinmengen in µg/ml für unstimulierten und stimulierten Mischspeichel der Proteinfraktionen A-I
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Tab. 22: Einzelwerte der Proteinmengen in µg/ml für unstimulierten und stimulierten Mischspeichel der Proteinfraktionen A-I
Varianzanalyse
Tab. 23: Intra- und interindividuelle Varianz  und Reliabilität bei unstimuliertem Misch-
speichel
Unstimulierter Mischspeichel
Proteinfraktion BMS WMS R Rang
Gesamtprotein 1,446 0,2953 0,438
A 0,2912 0,0469 0,510 3
B 0,0122 0,0021 0,490 2
C 0,012 0,0015 0,583 5
D 0,0385 0,0067 0,487 1
E 0,0007 0,0001 0,545 4
F 0,0052 0,0006 0,605 6
G 0,0041 0,0004 0,649 7
H 0,0154 0,0011 0,722 8











Abb. 17: Vergleich der Reliabilitätskoeffizienten R der Proteinfraktionen A bis I von un-
stimuliertem (UNSTMS) und stimuliertem (STMS) Mischspeichel
Tab. 24: Proteinmengen der Proteinfraktionen A- I der Pellikel P-60 in µg/10 mg
HA je Proband
Proband B C D E I Summe
1 7,3 54,9 285,0 31,3 34,3 415,3
2 3,8 17,8 264,8 36,8 20,0 343,3
3 0 67,9 204,9 3,3 22,8 299,0
4 4,5 49,4 274,5 10,4 20,7 359,5
5 4,0 6,7 117,3 0,8 37,4 166,2
7 9,2 14,9 168,1 8,0 37,1 237,2
8 2,5 7,0 207,7 14,5 18,8 250,4
9 4,8 44,9 309,9 25,0 32,4 425,5
10 6,4 0 350,4 38,1 29,3 429,9
11 7,0 15,6 368,1 16,9 29,0 436,5
MW 4,9 27,9 255,0 18,5 28,2 334,5
SD 2,6 24,0 79,9 13,6 7,2 94,9
VK 53 86 31 74 25 28
Tab. 25: Proteinmengen der Proteinfraktionen A- I der Pellikel P-4x15 in
µg/10 mg HA je Proband
Proband B C D E I Summe
1 5,0 74,0 274,2 68,7 35,4 457,5
2 3,7 34,7 268,5 109,2 19,9 436,0
3 0 149,6 219,7 20,0 13,2 402,5
4 3,2 58,4 224,6 44,5 19,0 349,7
5 6,8 31,1 175,0 18,0 32,6 263,4
8 1,6 22,9 322,7 56,5 23,5 427,2
9 3,6 102,6 366,8 111,7 30,4 615,1
10 4,0 0 338,2 153,6 29,1 524,8
11 4,9 47,8 398,7 61,0 29,4 541,7
MW 3,6 57,9 287,6 71,5 25,8 446,4
SD 2,0 45,6 74,3 45,2 7,3 105,5
VK 54 79 26 63 28 24

Tab.25: Kombinationen der PRP-Polymorphismen
Abb. 18:   Einfluß von TFA auf die Speichelproteine:
     Chromatogramm 1 (Datei: 22060114): 1 ml stimulierter Mischspeichel
     Chromatogramm 2 (Datei: 22060115): 1 ml stimulierter Mischspeichel + 1 ml TFA
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